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OZNACZANIE WOLNYCH AMINOKWASÓW
W PŁYNIE MÓZGOWO-RDZENIOWYM

U PSÓW METODĄ JONOFOREZY
I CHROMATOGRAFII

KlinLika chorób we,Wnęt,rznych zwierząt sGGw
Kierownik: Doc. dr FELII<]B NAGÓĘ§KI

Szybki rozwój metod chromatograficznych,
zwłaszcza chromatografii bibułowej i jej zasto-
sowańe w biochernii, pozwala na bardziej
wnikliwe analizowanie szeregu związków orga-
nicznych i nieorganicznych odgrywających rolę
w procesach biologicznych toczących się w
organizmie żywym. Obecnie istnieje już boga-
ta literatura poświęcona metodom chromato-
graficznym oraz wynikom otrzymywanym przy
pomocy tej metody, omawiającym rolę i prze-
miany całego szeregu związków w o,rganizmie
żyw-ym. Szcz,ególnie bogata jest literatura po-
święcona analizie aminokwasów (monografie -Hais i Macek, Block, Cramer, Tur-
b "), to jednakże prac poświęconych analizie
składu aminokwasów występujących w płynie
mózgowo-,rdzeniowym (Pm-r) jest stosunkowo
niewiele. Prace poświęcone temu zagadnieniu
omawiają głównie skład wolnych aminokwasów
Pm-r. człowieka, autorzy analizują występowa-
nie wolnych aminokwasów u osobników zdro-
lvych (KemaIi, Porzellati, Torre,
ScarzelIa, P,rior, Logothetis) oraz
zachowanie się wolnych aminokwasów w szere-
gu schorzeń układu ner\Mowego (R o s s i, W o l-
ker, Telles, Torre iinni).

Prac omawiających to zagadnienie u zwierząi
w dostępnej literaturze nie spotkałem. Ce-
lem niniejszej pracy jest podjęcie prób ozna-
czania wolnych aminokwasów w P m-r, u psów
zdrowych.

Metodyka 
;

Płyn mózgowo-rdzeniowy pobierano od psów
zdrowych, wołnych od zaburzeń ze strony ukła-
du nerwowego, drogą nakłucia podpotylicznego
do przestrzeni podoponowych (wg Mócsy). Do
badania pobierano jednorazowo 5 ml płynu. Za-
bieg ten był dla psa zupełnie nieszkodliwy, i psy
po nakłuciu zachowywały się normalnie. Do do-
świadczeń użyto 5 psów, w tym od dwóch psów
płyn pobierano dwukrotnie.

Pobrany płyn odbiaŁczano alkoholem etylo-
wym 950/o (w stosunku 1-10). Odtłuszczanie
przeprowadzano chlorofofmem wg Hermanna.
Odsalanie wykonano mieszaniną acetorru z kwa-
sem solnym ") wg Bisert'a. Ptzygotowane w ten
sposób próbki tozpuszcz,ano w 0,5 ml alkoholu
izo-propyIowego.

W pi,erwszej fazie badań przeprowadzaho roz-
dział aminokwasów na frakcje drogą jonofore-
zy.W tym celu na 4 paski bibuły Whatrnan
Nr 1 o wymiarach 3X30 cm nanoszono w linii

środkowej 45 mikrol. badanej substancji
r umieszczano je w kornorze wilgotnej. Do roz-
działu użyto buforu pirydynowo-octanowego
(wg Michl'a). Czas przepływu prądu wynosił
2 godz. przy napięciu 6 V/em. Po wysuszeniu
pasków początkowo w temp. pokojowej a na-
stępnie w suszarce w temp. 50o, jeden pasek
barwiono ninhydryną (0,2o/u roztw. ninhydryny
w alkoholu etylowym). Po wysuszeniu w temp.
60o w ciągu 15 min, po,jawiły się na pasku trzy
frakcje aminokwasów wyraźnie od siebie od-
dzielone. Przedstawiały one sobą zgrupowania
aminokwasów zasadowych obojętnych i kwaś-
nych z tym, że grupa aminokwasów kwaś-
nych pozwala wyróżnić poszczególne amino-
kwasy - wyraźnie odgraniczony kwas glutami-
no,wy, niewielką plamę kwasu asparaginowego,
i śIady cysteiny. Pozostałe grupy dawały jedną
wytażną plamę aminokwasów obojętnych i lek-
ko rozlaną plamę aminokwasów zasadowych
(Fot, 1).

Fot. 1, Jonogram wolnych aminokwasów P m-r psa.
1 - grupa kwaśnych; 2 - grupa arninokwa-
sów óuojęt T iłlT.::T::[.ff;f*'""h; 

linia

Porównując rozmieszczeńe poszczególnych
grup wycinano odpowiednie skrawki z _p,ozosta-
łycń pasków niebarwionych, które poddawano
chromatografii.

W drugiej fazie badań odpowiednio wycięte
po§zczególne frakcje dołączono do pasków bi-
bibuły o wymiarach 3X28 cm, i następnie za-
wieszano w cylindrach stosując metodę chroma-
tografii wstępującej. Jako tozpuszezalnika uży-
to mieszaniny n-butanolu, kwasu octowego lo-
dowatego i wody w stos'unku 4:1:1. Czas wstę
powania tozpuszczalnika wynosił 15 godz. Chro-
matogramy barwiono ninhydryną i wybranymi
barwnikami selektywnymi. Identyf-kację roz-
dzielanych na chromatogramig aminokwasów
przeprowadzano przez porównywanie war-
tości Rf standardów poszczególnych amino-
kwasów ooddawanych jednocześnie chromato-
grafii (fot 2).

Omówienie wyników
Jonoforezę do rozdziału aminokwasów sto-

sowało szereg autorów. Jedni z nich, (W i e-
land, FisCher) przy zastosowaniu niskich*) wg

z (CHg)2
Boulan8er i Biserte'a - mieszanina 10 N Hcl
co w sto6.1:100 v/v.
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napięć - do 5 Vicm otrzymywali grupowy roz-
dział aminokwasów. Michl, -Westpha1,
T u r o a stosując wysokie napięcia do 100 V/cm
otrzymywali Łardziej dokładnv tozdziaŁ do po-

został stwierdzony na chromatogramie, Wyci-
nek grupy aminokwasów obojętnych z jonogra-
mu P m-r. poddany chromatografowaniu, wyka-
zaŁ po zidentyfikowaniu ze s,tandartami obec_

Fot. 2. chrometogram grupy aminokwasÓW obojętnych.
A - rozdział aminokwasóW wycinka ba,danego; B - tozdziaŁ
wybranych standartów, neniesionych na podobny wycinek

czystej bibuły

jedyńczych aminokwasów. Zastosowanie łvyso-
kich napięć wymaga bardziej skomplikowanej
aparatury, wówczas, gdy metoda niskich napięć
jest nieskomplikowana i łatwa w wykonaniu.
W pracy niniejszej rozdział aminokwasów prze-
prowadzono ptzy pomocy niskich napięć.

Rozmieszczenie poszczególnych grup amino-
kwasów zależnie od właściwych impunktów izo_
elektrycznych jest zależne między innymi od
pH użytego buforu i jego składu. Po przebada-
niu szeregu buforów, zadowalające wyniki
dawał bufor pirydynowo-octanowy o pH 3,9.

Celem sprawdzenia zachowania się poszcze-
gólnych aminokwasów w przebiegu jonoforezy,
przebadano 18 standardów aminokwasów, W wy-
niku otrzymano, rozmieszczenie wszystkich ba-
cianych aminokwasów w trzech jednakowych
kolumnach. (standarty naniesione były po czte-
ry na jeden pasek, rozdział ich przebiegał
w tych samych warunkach), W grupie amino-
kwasów zasadowych odkładały się - arginina,
lristydyna, Iizyna w grupie obojętnych - alani-
na, norwalina, norleucyna, fenyloalanina, wali-
na, prolina, leucyna, tryptofan, cystyna, treoni-
na, seryna, oraz glikokol. W grupie kwaśnych -kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, cy-
steina. (Fot 3). Tego rodzaju podział aminokwa-
sów pozwalał w ogólnych zarysach zorientować
się o składzie poszczególnych aminokwasów
w grupowym rozdziale aminokwasów P m-r.
i częściowo ułatwiał ich identyfikację. Poddając
analizie chromatograficznej poszczególne frak-
cje stwierdzono - wycinek grupy aminokwa-
sów kwaśnych dał w efekcie plamy barwne od-
kładające się na wysokości Rf odpowiadającym
standartom kwasu glutaminowego i kwasu
asparaginowego. Zaznaczający się na jonogra-
mie cień cysteiny umiejscowiony przed kwasem
asparaginowym z uwagi na małą jego iloŚć nie

jT8

Fot. 3. Jonógram cżystych arninokwasów
1- kWaS aspara8inowy;ar_- 

5[1;rfir""taminowy; 
3 - alatnina;

ność nast. aminokwasów - gliryny, seryny
treoniny, alaniny, waliny, fenyloalaniny, Ieucy-
ny. Ponadto między alaniną i waliną odkładał
się jeden aminokwas, którego ze względu na
brak standartów nieidentyfikowano, a który
w oparciu o dane z Iiteratury i wartości jego Rf
odpowiada Ę,67. cr-aminomasłowemu. Przy bar-
wieniu chromatogramu tzatyną stwierdzono
obecność proliny.

Ponieważ w danym układzie ro;zpuszc.zalnika
walina, metionina i tryptofan odkładają się na
jednej wysokości, przeprowadzono barwienia
selektywne na obecność tych dwu związków,
które wypadły negatywnie,

Wycinek jonogramu zawierający grupę ami-
rrokwasów zasadowych wykazał na chromato-
gramie obecność argininy, histydyny i lizyny.
Ogółem rozdzielono 15 aminokwasów w tym
2 niecałkowicie zidentyfikowane.

Dotychczasowe dane z literatury na temat wol-
nych aminokwasów w P m-r. u człowieka
przedstawiają się dość różnie, mimo stosowania

pTz
ete
dla

ki własne.
Cytowani wyżej autotzy stosowali w swoich

badaniach metodę chromatografii dwukierunko-.
wej, nie sto,sowali natomiast metod kornbinowa-
nych (łączenia jonoforezy z chromatografią,
bądź chromatografii wielokierunkowej)

Badania nad składem wolnych aminokwasów
w P m-r. u ludzi wykazują, że skład jakościowy
aminokwasów u osobników zdrowych ulega
stosunkowo minimalnym zmianom, miarodajne
w tym wypadku są zwłaszcza badania Logothe-
tis'a, którv przebadał 17 osobników zdrowych
i stwierdzlł, że większość zidentyfikowanych
prze|z niego aminokwasów stale występowała
w P m-r. Autor ten przebadał również 193 przy-
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padki chorobowe, w których stwierdził wyraż-
ne różnice ilościowe przy minimalnych zmia-
nach jakościowych. Przyjmuje o:n, że skład wol-
nych aminokwasów w przebadanych ogółem 210
przypadkach był stały w B5O/r,. U przebadanych
5 psów odchyleń jakościowych nie stwierdzono,

Wnioski
Otrzymane wyniki, jakkolwiek oparte na

skromnym materiale doświadczalnym, wykazu-,
ją, że w płynie mózgowo-,rdzeniowym u psów
zdrowych występuje przeciętnie około 15 wol-
nych aminokwasów. Badania przeprowadzone
sprowadzały się głównie do oznaczeń jakościo-
wych, strona iiościowa zagadnienia jako temat
dalszych prac w tym wypadku została pominię-
ta. Brak danych w dostępnej literaturze ęo do
tego zagadnienia u psów nie pozwala na kon-
{rontację otrzymanych wyników, można jednak
przypuszczaó, że skromny ten materiał moze
posłużyć jako materiał wstępny do dalszych ba-
dań nad zachowaniem się wolnych aminokwa-
sów w płynie mózgowo-rdzeniowym u psów
w stanach fizjologicznych i chorobowych. Za-
stosowanie jonoforezy jako fazy wstępnej przy
analizle chromatograficznej aminokwasów po-,
zulala na eliminowanie uciążliwych metod chro-

72+I? , | 11 l , | ,u 18+1? 13+2?

matograficznych (chromatografii dwukierunko-
wej) oraz pozwala przy użyciu metody pasko-
wej na łatwiejszą identyfikację poszczególnych
aminokwasów z uwagi na wstępny ich podział
grupowy w czasie jonoforezy. Dodatnią stroną
tego postępowania wydaje się równiez fakt, że
występujące w różnym stosunku ilościowym
wolne aminokwasy płynu mózgowo-rdzenio-
wego, przy dużyrn ich zagęszczeniu w próbkach

Fot. 4. Jonogram wolnych amlnokwasdw
K _ surowicy krwi psa; P - płynu mózgowo-rdzeniowego

psa
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przygotowanych do analizy, przy bezpośrednim
chromatografowaniu na skutek tworzenia roz-
1egłych plam przez te aminokwasy, któr.ych jest
stosunkowo najwięcej, utrudniają odczytanie
chromatogramu. Tego rodzaju trudności można
usunąć stosując wstępnie jonofor,ezę. (fot a).
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E. MA3yPt]AK

onPEAE/lEH HE c80604HblX
AMHHoKHcrloT B uEPo6PocnHHA/lbHofi

XHAKOCTH CO6AK METOAOM
]4oHoooPE3A 14 XPoMATorP 

^anv1flyrenn cy6or<qHnhTonbHoro npoKoro nolyro.nn 5 tu.n

cnHHHoM03roBoX xn4xocrl K HccnefloBoHH9M. Cxoqono
npoBoAHrH HoHoQope3Hblfi posaei, nołyqo9 TpH rpynnbl
oMHHoKHcJloT - Kl4crlyto, ułeroqHylo ł tłeXrpoluuylo o 90-
TeM nphMeHnrH xpoMo orpoQurecrłi oHorH3.

C r<xc,,lstx oMHHoKHcroT onpeAeneHo - ocnoporHHoBylo
h rntoToMHHoByo, c HeńrpollbHblx - rĄvlĄuH, cepHH, Tpeo-
HHH, oroHHH, BonHH, oeHHnonoHHH, neń{uu u npor{H,
c uleroqHHx - opruH.łH, ,ltĄ3uHI fHcIl4AuH. Kpome aroro
Ho HoHorpoMMox BblcTynhrH creAbl a KNcaorxoi rpynne
uHcTeHHo o a xeńrpolrxoń rpynne - onnlgorrłocngxoń
KHcrloTbl. Bcero onpeAeleHo 15 ovlxorłclor. Meroa
}4oHooope3o H xpoMoTorpo óAlĄ Ar19 HccreAoBoHH, cnHH-
xoMogroaoń xhAKocTH nonHocTblo npłropxsri 6es nplue-
HeHh, cneqhorlbHblx xpoMolorpooh{ecKnx rMeroAog. B Ko-
9ecTBeHHoM cocToĘH}lH oM},lHoKHcroT y hccreAoBoHblx
coóor ge onpeAereHo HgMeHexHń.

JERZY MAZURCZAK

DETERMINATION OF FREE AMINOACIDS
IN THE CEREBRO-SPINAL FLUID OF DOGS
USING THE METHOD OF IONOPHORESIS

AND PAPER CHROMATOGRAPHY
Summary

The aim of this work was qualitative determination
o.[ free aminoacids present in the cerebro-spinal fluid
of normal dogs. Five mI. of the cerebro-spinal fluid
were collected by suboccipital punction.

Examinations were conducted by the use o1 the
ionophoretic and paper chromatography methods.
Fo]lowing initial preparation of the examirred samples
three gl,oups, acid, neutral alrd basic were isolated
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by ionophoresis, The separate fractions were examined
by the use of the paper chromatography method.

In the group of ac,id aminoacids were identified:
asparagine acid and glutamine. In the group of neu-
tral aminoacids were identif ied: glycrne, serine,
threonine, alanine, valine, phenylalanine, ]eucine and
proline. In the group of basic am:noacids were iden-
tified: arginine, lysine and histydine. Besides the
above mentioned in the iograms of the acid group
there were traces of cysteine, which could not be
identified by the chromatographic method, in tJre
group of neutral aminoacids there was not completely
identified beta aminobutyric acid. Totally 15 amino-
acids were isolated.

The determination of free aminoacjds in the cere-
brospinal fluid by the use of ionophoresis in con-
junction with one dimensional chromato8raphy per-
mits to eliminate the tiresome two dinr,ensional chro-
matography method and the secondary one, thus
shortens consioerably the time required for the atra-
lysis,

TIre qualitative constitution ol ttre anlinoacids in
dogs shorved_ no fluctuations.

JAN SZURMAN

POZIOM FRAKCJI BIAŁKOWYCH
SUROWIC SWIN *

Instytut Weterynarii Pracownia Baalań nad chorobą
cieszyńską swiń Gumna k/Cieszyna

I(ierownik: z. LARSKI

Próby uchwycenia zmian w surowicy śwłń,
po wprowadzeniu antyg€nu - 

l,yi1115ą choroby
cieszyńskiej - wykazały konieczność określe-
nia na wstępie zmian, powodowanych czynni-
kami niespecyf icznymi.

Ponieważ do d,oświadczeń z wirusem cho,roiby
cieszrlnskiej używano przeważnie świń w wie-
ku od 35 do 77 dni, podjęto próbę uchwycenia
zmiar' frakcji białkowych \^/ zależności od wie-
ku. Dane terenowe oraz wyniki uzyskane w na-
szej pracowni (1), wskazujące na ewentualną za-
leżność przebiegu infekcji od sposobu żywienia,
wskazały celowość przeprowadzenia prób nad
zmianami białell surowicy, powodowany ch zr óż-
nicowanym żywieniem,

Materiały i metodyka

Iucerny 20lo. 1 kg paszy zawiera: jednostek
owsianych 1,072, strawnego białka g 87,5, gra-
mów strawnego białka na 1 jednostkę kar,mową
owsianą 81.

Dokarmianie prosiąt młodych
kę w kg. mleko

21 dni
28 ,l
35 ,,
42 ,,49 ,,56 ,)

0,11
0,2I
0,35
0,59
0,81
0,95

na dzień i sztu-
mieszanka
treściwa

0,01
0,04
0,08
0,2I
0,40
0,59

La r,ska, technik*) współpr,aca techniczna Janina
w€t.


