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Sledovanie zloZiek v rozliénych druhoch véelieho jedu*

0. MARKOVI(, . REXOVA

CSAV, Chemicky ustav Slovenskej akadémie vied, Bratislava

Zavedenie véelieho jedu do lekarskej praxe ako pripravku vo forme injekeii
alebo masti malo za dosledok potrebu objektivnych kritérii pre kontrolu
suroviny, ako aj pripravkov véelieho jedu.

Stanovenie celkovych bielkovin ¢ uz polarograficky alebo fotometricky,
doplnené o stanovenie @i¢inku zhodného s histaminom, ako opisali 0. Markovié
a L. Molnar [1], uz poziadavkdm vyroby a najmé kontroly nepostadovalo.
Javila sa potreba zaviest novsie metédy, ktoré by umoznili podrobnejsie
charakterizovat jednotlivé zlozky véelieho jedu. (Stborny prehlad prac o izo-
lacii a chemizme véelieho jedu podal O. Markovid [2].)

Pri sledovani obsahovych zloziek véeliecho jedu sme vysli z prac [3—9],
ktoré sa zaoberaju rozdelovanim véelieho jedu elektroforézou a chromatogra-
fiou na papieri, ako aj blizSou chemickou a farmakologickou charakteriziciou
niektorych izolovanych frakeii.

Experimentalna éast

Na sledovanie obsahovych zloZiek véelieho jedu sme pouzili nativny véeli jed, ziskany
mechanicky metédou opisanou v [1]. V prvej faze prace sme zdsadne nesledovali obsahové
zlozky véelieho jedu, ziskaného extrakénymi metédami, resp. zrazanim kyselinou pikro-
vou, alebo takého, kde pri izoldcii sa pouzil alkohol. Az v dalsej faze préce, pri porovndvani
viacerych druhov véelieho jedu, sme pouzili aj véeli jed z vyrobnych podnikov, kde nie je
zarudend ¢isto mechanickd izoldcia. V tab. 1 je prehlad skuSanych véelich jedov i s uve-
denim spdsobu izoldcie a s oznadenim, aké sme pouzivali pocas celej prdce pri popisoch
chromatogramov a elektroforeogramov.

Na rozdelovanie véelieho jedu sa najlepsie osvedéila metéda elektroforézy na papieri
podla [5, 6, 10, 11]. Tito autori pouzivali veronalové, bordtové a fosfatové tlmivé roztoky.
Ném sa najlepSie osvedéila metéda zostupnej elektroforézy na papieri podla [12] s pyri-
din—octanovym tlmivym roztokom. Vyhoda tejto metédy oproti nizkovoltovej elektro-
foréze [10, 11] je v jej rychlosti (1—2 hodiny), ako aj v pouzivani prchavych tlmivych
roztokov. Za pouzitia tejto metédy sme mohli pri sledovani kyslych zloziek vdéelieho
jedu, ktoré obsahuju fosfor, pouzit priamu detekeiu na papieri, ¢o nie je mozné za pouzitia
fosforednanového tlmivého roztoku, ktory sa pouziva pri nizkovoltovej elektroforéze.
Takisto pri preparadnom rozdelovani staéf eludt len odparit a nie je potrebné odstranovat
soli, ktoré by sa doiiho dostali z neprchavych tlmivych roztokov.

* Prednesené na I. celodtdtnom sjazde Cs. spolodnosti biochemickej v Prahe 4. a# 9.
septembra 1957.
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Pri rozdelovani véelieho jedu zostupnou elektroforézou sme pouzivali pyridin—octa-
novy tlmivy roztok o pH 4,8 a pracovali sme pri potencidlovom spade 22—26 V/em.
Pouzivali sme chromatograficky papier Whatman 1 a Whatman 3 MM, obvykle na dizku.
Vzorky véelieho jedu sme nandsali 20—25 em od spodného okraja. Dosiahlo sa tak za
60 az 80 minut dobré rozdelenie jednotlivych zloziek bez toho, Ze by rychlejsie sa pohybu-
juce frakcie doputovali prili§ daleko k okraju papiera. Po elektroforetickom rozdelen{
sme vykonali detekciu 0,5 9, aceténovym roztokom ninhydrinu, brémfenolovou modrou,
amidoderniou 10B, Sakaguchiho ¢inidlom, Reindlovym é&inidlom [13], Paulyho éinidlom

Tabulka 1
Oznadenie véelich jedov pouzitych pri porovndvani
Veeli jed,
oznadenie Miesto a doba zberu Spb : 5
: « pdsob izolécie
pri (resp. povod)
pokusoch
I Radosina, august 1953 mechanicky podla [1]
Ia Bojnice, august 1952 mechanicky podla [1]
II Radosina, september 1953 mechanicky podla [1]
117 Radosina, september 1953 pri izolécii pouZity alkohol
Illa Samorin, oktéber 1952 mechanicky podla [1]
IIIb Samorin, jun 1952 pri izoléeii pouzity alkohol
v Slovakofarma, Hlohovec zmes uréend na Virapin ung.
14 Radosina, august 1955 pri izolécii pouzity alkohol
VI Slovakofarma, Hlohovec 1955 zmes na inj.
VII Radosina, september 1955 mechanicky podla [1]
VIII Radosina, jun 1957 mechanicky podla [1]
IX Radosina, august 1957 mechanicky podla [1]
X firma Mack, Ulm 1951 obchodny pripravok
XI Amsterodamische Chimiefabrik 1951 obchodny pripravok
XIr firma Mack, Ulm (bez bliZsieho obchodny pripravok
oznadenia)
XIII Apisarthron, dr. Bell Co. Magdeburg obchodny pripravok
A Radosina, september 1952 pri izolécii pouzity alkohol
B Radosina, oktéber 1952 pri izolécii pouzity alkohol

Tabulka 2

Obsah histaminu v jednotlivych druhoch
véelieho jedu

Véeli jed mg9, histaminu
I 1,05

Ia 0,70

II 1,67

III 1,33

14 0,88

VII 1,20

VIII 0,77

IX i 0,93

A 0,64
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a Hanes—Isherwoodovym ¢inidlom v modifikdcii L. Machu [14]. V dalSej prdci sme
na detekciu pouzivali uz len ninhydrin, Paulyho éinidlo a Hanes—Isherwoodovo ¢inidlo,
pretoze ostatné éinidla neukdzali viacej zlo-
ziek po rozdeleni véelieho jedu.

Za udelom ziskania presnejsicho obrazu
o kvantitativnom zastipeni jednotlivych
zloziek a ich porovnania s inymi vzorkami
véelieho jedu sme premerali negativy, ziska-
né po odfotografovani elektroforeogramov
detegovanych ninhydrinom, pomocou denzi-
tometra (pouzivali sme pristroj ,,Zeiss
Schnellphotometer‘‘, model II). Pracovali
sme stéle za tych istych podmienok (pri fo-
tografovani elektroforeogramov i pri pre-
meriavani negativov), takze sme mohli dobre
porovnévat relativne zastiipenie jednotli-
vych frakeii v rozliénych vzorkach véelieho
jedu. Na obr. 1 st znédzornené krivky ziska-
né po premerani negativov elektroforeogra-
mov, na ktorych st zjavné rozdiely medzi
sktiSanymi vzorkami. Pri porovndvani sme
planimetrovali krivky prislichajice jednot-
livym frakeidm, 8o ndm pri rovnakych na-
ndskach vzoriek umoznilo vzdjomné hodno-
tenie. Podobne sme v jednotlivych wvéelich
jedoch stanovili i histamin. Pouzili sme me-
tédu, ktoru opisal B. Keil [15], resp. me-
tédu na kvantitativne stanovenie amino-
kyselin pri zostupnej elektroforéze, ktoru
pouzil O. Mikes [12]. Po skonéeni zostup-
nej elektroforézy sme za vysSie uvedenych
podmienok uskutoénili detekeiu pretiahnu-
tim papiera v 1 9 aceténovom roztoku nin- \4
hydrinu. Po 24 hodindch sme zdetegovany
elektroforeogram odfotografovali, negativy
premerali na denzitometri, ziskané krivky
sme vyhodnotili planimetricky a vyhodno-
tili graf zdvislosti plochy krivky od mnoz-
stva histaminu. Z grafu sme uréili mnozstvo
histaminu v jednotlivych nandskach, pre-
pocitali na histamin-bézu a na koncentréciu Vil

v mg%.

Diskusia Obr. 1. Fotometrické vyhodnotenie obsahu
jednotlivych zloziek v rozliénych druhoch
. . veelieho jedu. o
Elektroforeogramy véelieho jedu sa Naosi ﬁsemetk posun Iﬁe%afil}’io,d anodickej
o ov s stran u Katodickej.
priblizne zhodovali s elektroforeogra- Na osi poradzic: interizita Sfla,rbenia_
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mom, ktory opisali W. Neumann a E. Habermann [5]. Tito autori uvé-
dzaji osem frakeif, z ktorych identifikovali a farmakologickému preskusaniu
podrobili histamin a frakcie oznadené ako Fy, F1 a Fi;. Po detekcii Paulyho-
¢inidlom sme zistili tri intenzivne sfarbené skvrny, leziace na katodickej strane-
elektroforeogramu medzi bielkovinovymi frakciami a histaminom, s popisom.
ktorych sme sa dosial v literatire nestretli. Oznadili sme ich Py, P, a P,.
Okrem toho sme zistili na katodickej i na anodickej strane po dstekeii ninhydri--
nom a Reindlovym &inidlom $kvrny peptidického charakteru. Obr. 2 ukazuje
na képii elektroforeogramu véelieho jedu jednotlivé zlozky s oznaéenim, aké
sme pouzivali v dalSej porovnavacej a izola¢nej ¢asti prace. Lava strana uka-
zuje obraz ziskany po detekeii ninhydrinom, katodicka strana pravej ¢asti po

Pauly

ninhydrin

fos{,a'.t f Hanes—Isherwood

- ——— oo— | . -

Obr. 2. Schéma elektroforeogramu véelieho jedu s oznadenim jednotlivych zloziek a pouzi -
tych detekénych éinidiel. Vodorovnd plné ¢iara znadi miesto nanesenia vzorky.
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detekeii Paulyho éinidlom a anodickd strana pravej dasti po detekeii Hanes—
—Isherwoodovym ¢&inidlom.

Pri porovnavani viacerych véelich jedov, liSiacich sa dobou, ako aj miestom
zberu, sme zistili markantné rozdiely v jednotlivych zlozkich. Za pouzitia
uvedenej metédy sme zo skuSanych 18 vzoriek véelieho jedu nenasSli ani dve,
ktoré by poskytli tiplne zhodné elektroforeogramy. Rozdiely boli v kvantita-
tivnom zastipeni jednotlivych zloziek, ako aj v tom, Ze niektoré frakcie neboli
v niektorych skisanych vzorkach vobec pritomné (tab. 3).

Na obr. 3 je elektroforeogram niektorych druhov véelieho jedu; z jednotli-
vych vzoriek sme nanasali 3 mg na 5 cm éiary po rozpusteni v redestilovanej
vode.

Obr. 3. Elektroforeogram vdelich jedov I, Ia, II, V, VIII.
7 — hydrolyzét Zelatiny a histamin, pouZité ako Standardy. Detegované ninhydrinom,
Paulyho ¢inidlom a Hanes—Isherwoodovym éinidlom ako na obr. 2. Zapojenie — zdporny
p6lk hornému, kladny pél k spodnému okraju papiera.



Zastupenie jednotlivych obsahovych zloziek vo véelich jedoch

Tabulka 3

++

I* | Ia* | Ir* | III |IIa*| IIIb | IV | Vv | vI* | vII*|vIII* IX* | X | XI | XII |XIII| 4 | B
1+ |+ 2| =] 2| 2| =+ | =] £ |F+|++| + | = |+ | x| | £
A T e T ] e e o 1 O o o B B o B e B I O R I N TN R | I S B
N e T i T T e N o e A I I S U R B
Polad| + |+ |+ | = |+ | =]z =]l +]|=|=|=]|=]|=]=-1]-
Pold+| £ [++|++| — | — | —|++]| + | £ | —| = |+ | — |+ ]| —| £ | —
Pol b | bt | [k |4 | £ | 2 | 4| 2 | bt |+ | |+ | 2 |+t + | 2| 2
4 | ++ | + o 4+ | | |+ | ]+ R P U U P R D B
PN VAR ORI (R VRO OIS IR IS VR PO D O P (U (I
6 | 44 | ++ | + | FHd | HE | £ | HF| F |+ |+ |+ | ]+
ba| + | + | £ | £ | £ | — | — |++]| £ | £ |++ M B ERENE
7+ | x| 2l 2|+ | = x|+ | =] x| £ PR ™ N 7 ey ey v
|l 4 |+ |+ | = | = =] = |++| = | = ++ | = — | — I I
8 |t | 4 | | b | b || | | T U St | | ++

Hviezdidkou oznadené véelie jedy su nativne, mechanicky izolovans.
Histamin (2) s.indexom 1) déval netypicku skvrnu,

npaf oyaleRA ANZO[Z PAOYEEqO
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Po vyhodnoteni elektroforeogramov 18 vzoriek véelieho jedu (tab. 1) sme
zistili tieto rozdiely v zastupeni jednotlivych frakeii (oznadenie frakeii podla
obr. 2):

NajbazickejSia 8kvrna, ninhydrin-pozitivna, leziaca nad histaminom,
oznatend ,,1%, bola pritomna vo védéSine skuSanych vzoriek. Jej mnozstvo
v jednotlivych vzorkach velmi kolisalo; ak sme za 100 %, povazovali plochu
ziskand po planimetrickom vyhodnoteni krivky najintenzivnejSej Skvrny,
boli vykyvy medzi ski§anymi vzorkami az 70 9,. Z 18 vzoriek véelieho jedu
sme ju nezistili pri $tyroch vzorkach. Zaujimava je zavislost medzi 8kvrnou “1°
a histaminom (oznadeny ,,2°): pri vzorkach, kde §kvrna ,,1° chybala, resp.
bola velmi malo intenzivna, boli najvyssie hodnoty histaminu (vzorky II,
III, VII — pozri tab. 2).

Histamin oznadeny ako ,,2“ bol pritomny vo vSetkych skuSanych vzorkach.
Pri niektorych, kde neposkytoval typickd ovalnu kvrnu, sme jeho vyhodno-
tenie nemohli uskutodnit. V skuSanych vzorkdch sme stanovili histamin
v mnozstve kolisajicom od 0,64 mg?%, do 1,57 mg9, (tab. 2). Relativna Sirka
intervalu spolahlivosti danej metédy stanovenia §tandardu (pre n = 7) bola
1=2819%.

Tieto vysledky boli raimcove v zhode so stanoveniami histaminu na izolova-
ncm mordacom Creve.

Latky pozitivne s Paulyho ¢inidlom, oznadené ako P,, P, a P,, leziace medzi
histaminom a frakciou ,,4“, takisto neboli rovnako zastipené vo vSetkych
vzorkach. Zlozka P, bola pritomna vo vSetkych skuSanych vdelich jedoch,
zlozka P; sa nedala zistit v 8 vzorkach a zlozka Py v 11 vzorkéch.

Vo frakeii oznacenej ,,3° sm> zistili ninhydrin-pozitivne latky, ktoré boli
pritomné vo vietkych véelich jedoch.

Frakeie ,,4, ,,5° a ,,6, pravdzpodobne totozné s frakciami Fy, F1 a Fri,
ktoré opisal W. Neumann [4], boli pritomné vo vSetkych skisanych vzorkach,
ich kvantitativne zastipenie vS8ak bolo rézne.

Frakecie oznadené ,,6a‘ a ,,7°, pozitivne s ninhydrinom a Reindlovym
dinidlom, javili rozdiely v kvantitativnom zasttipeni. Frakcia ,,7a‘ bola pri-
tomn4 len v piatich zo skuSanych 18 véelich jedov.

Frakcia ,,8 pozitivha s Hanes—Isherwoodovym ¢&inidlom reagujicim
s fosfatmi bola pritcmna vo v8etkych skdsanych vzorkach.

Bliz8ou charakterizaciou peptidickych zloziek véelieho jedu sa zaoberame
na inom mieste [16].

Sdhrn

Metédou zostupnej vysokovoltovej elektroforézy na papieri za pouzitia
pyridin—octanového tlmivého roztoku o pH 4,8 a kvantitativhym foto-
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metrickym vyhodnotenim elektroforeogramov sme porovnavali zloZenie
18 druhov véelieho jedu, liSiacich sa miestom a dobou zberu, ako aj spésobom
izoldcie. Okrem hlavnych bielkovinovych zloziek a histaminu sme zistili
pritomnost katodicky i anodicky putujucich zloziek peptidického charakteru,
troch Pauly-pozitivnych, katodicky putujicich zloziek a zlozku anodicky
putujicu, obsahujicu fosfit. Pri jednotlivych véelich jedoch sme zistili
znadné rozdiely v kvantitativhom zastipeni vééSiny komponentov a za
pritomnosti Pauly-pozitivnych zloziek. Mnozstvo histaminu v jednotlivych
véelich jedoch kolisalo od 0,64 mg9%, do 1,57 mg%,.

U3YUYEHUE HKOMIIOHEHTOB B PA3JIMYHLIX COPTAX I[YEJHIHOI'O AOA

O. MaproBud4, JI. PekcoBa

YCAH, Xummuecknii muctutyT CiroBanmkoil axkajgemMuu Hayk, Dpatmciasa

MeTtomoM HMCXOIAINEr0 BEICOKOBOJILTHOTO OyMaskHOTO ajeKTpodopesa ¢ IpUMEHEHAEM
nApAgMHYKcycHoro OygepHoro pactBopa pH 4,8 m KommyecTBeHHOH (oTOMETpEUECKOM
ONeBKO}I ameKTpooperpaMM CpaBHABAJIOCH CONePIKAHEE OTHENBHLIX COCTABHLIX KOMIIO-
HeHTOB B 18 copTax ImUelMHOTO sfa, OTIHYAIONEXCS MECTOM W BpeMeHeM c0opa, a Taxke
cmoco0oM BEIIENIEHMsI. B yIOMAHYTLIX COPTaX HYeSIMHOTO AAa OBLIO yCTaHOBIEHO, KpOMe
I7IaBHBIX OENKOBLIX KOMIIOHEHTOB ¥ TMCTaMUHA, KOMIOHGHTOB HENTHIHOTO XapaKTepa,
HepeIBUTAOMAXCA K KATOXY W aHORY, Tpex Ilaynum-mosouTeNbHBIX KOMIOHEHTOB, TBUTIa-
IONMXCA K KAaTOLY, W KOMIOHEeHTa, cojep:xamero (docdar, aBmraromerocs k asogy. OT-
JelpHLIE COPTA IIYEJIMHOTO fAA COAEPKAIM PAa3IMUHEIe KOJMYECTBA GOJILUIMHCTBA KOMIIO-
HeHTOB ¥ Ilaynu-TmonoxkuTenbHbIX KOMIOHEHTOB. CofepsKaHme THCTAMHHA IJIA OTHENLHBIX
COPTOB IUEJIMHOTO s4a M3MeHsIoch oT 0,64 m2% mo 1,57 me%.

UNTERSUCHUNG VON KOMPONENTEN VERSCHIEDENER
BIENENGIFTARTEN

0. Markovié, .. Rexové

CSAYV, Chemisches Institut der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Bratislava

Mittels der Methode der absteigenden Hochspannungspapierelektrophorese, unter
Verwendung des Pyridin-Acetat Puffersystems vom pH 4,8 und durch quantitative
photometrische Auswertung der Elektropherogramme, wurde die Zusammensetzung
von 18 Bienengiftarten unterschiedlicher Provenienz, Sammlungszeit und Isolierungs-
methode verglichen. Ausser den wichtigsten eiweisshaltigen Komponenten und Histamin
wurde die Anwesenheit von kathodisch und anodisch wandernden Komponenten mit
peptidischem Charakter, drei Pauly-positiven kathodisch wandernden Komponenten
und einer anodisch wandernden phosphathaltigen Komponente festgestellt. In einzelnen
Bienengiften konnten betrichtliche Unterschiede in der quantitativen Vertretung der
meisten Komponenten und in der Anwesenheit von Pauly-positiven Bestandteilen
festgestellt werden. Der Histamingehalt einzelner Bienengifte schwankte von 0,64 mg9%,
bis 1,57 mg%,.
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