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Szybki rozw6j metod chromatograficznych,
zwlaszeza chromatografii bibulowej i jej zasto~
sowanie w biochemii, pozwala na bardziej
wnikliwe analizowanie szeregu zwigzkéw orga-
ricznych i nieorganicznych odgrywajacych role
w procesach biologicznych toczacych sie w
organizmie zZywym. Obecnie istnieje juz boga-
ta literatura poswiecona metodom chromato-
graficznym oraz wynikom otrzymywanym przy
pomocy tej metody, omawiajgcym role i prze-
miany calego szeregu zwigzkéw w organizmie
zywym. Szczegb6lnie bogata jest literatura po-
Swiecona analizie aminokwaséw (monografie —
Hais i Macek, Block, Cramer, Tur-
ba), to jednakZe prac po$wieconych analizie
skladu aminokwaséw wystepujacych w ptynie
moézgowo-rdzeniowym (Pm-r) jest stosunkowo
niewiele. Prace poswiecone temu zagadnieniu
omawiajg gléwnie sktad wolnych aminokwasow
Pm-r. czlowieka, autorzy analizujg wystepowa-
nie wolnych aminokwaséw u osobnikéw zdro-
wych (Kemali, Porzellati, Torre,
Scarzella, Prior, Logothetis) oraz
zachowanie sie wolnych aminokwaséw w szere-
gu schorzen .ukladu nerwowego (Rossi, Wol-
ker, Telles, Torre iinni).

Prac omawiajacych to zagadnienie u zwierzai
w dostepnej literaturze nie spotkalem. Ce-
lem niniejszej pracy jest podjecie préb ozna-
czania wolnych aminokwaséw w P m-r, u psé6w
zdrowych.

Metodyka

Plyn mézgowo-rdzeniowy pobierano od psé6w
zdrowych, wolnych od zaburzef ze strony ukla-
du nerwowego, drogg naklucia podpotylicznego
do przestrzeni podoponowych (wg Mdcsy). Do
badania pobierano jednorazowo 5 ml ptynu. Za-
bieg ten byt dla psa zupelnie nieszkodliwy, i psy
po naktuciu zachowywatly sie normalnie. Do do-
Swiadczen uzyto 5 pséw, w tym od dwéch psow
plyn pobierano dwukrotnie.

Pobrany piyn odbialczano alkoholem etylo-
wym 95% (w stosunku 1—10). Odtluszczanie
przeprowadzano chloroformem wg Hermanna.
Odsalanie wykonano mieszaning acetonu z kwa-
sem solnym *) wg Bisert‘a. Przygotowane w ten
spos6b prébki rozpuszczano w 0,5 ml alkoholu
izo-propylowego.

W pierwszej fazie badan przeprowadzano roz-
dzial aminokwaséw na frakcje drogg jonofore-
zy. W tym celu na 4 paski bibuty Whatman
Nr 1 o wymiarach 3>X30 cm nanoszono w linii

#) wg Boulanger i Biserte’a — mieszanina 10 N HCI
z (CHy); CO w stos. 1:100 v/v.

srodkowej 45 mikrol. badanej substancji
1 umieszezano je w komorze wilgotnej. Do roz-
dziatu uzyto buforu pirydynowo-octanowego
(wg Michl‘a). Czas przeplywu pradu wynosit
2 godz. przy napieciu 6 V/cm, Po wysuszeniu
paskéw poczatkowo w temp. pokojowej a na-
stepnie w suszarce w temp. 50°, jeden pasek
karwiono ninhydryng (0,2%¢ roztw. ninhydryny
w alkoholu etylewym). Po wysuszeniu w temp.
60° w ciagu 15 min. pojawity sie na pasku trzy
frakcje aminokwaséw wyraZnie od siebie od-
dzielone. Przedstawialy one sobg zgrupowania
aminokwasow zasadowych obojetnych i kwas-
nych z tym, Ze grupa aminokwaséw kwas-
nych pozwala wyréznié poszczegblne amino-
kwasy — wyraznie odgraniczony kwas glutami-
nowy, niewielka plame kwasu asparaginowego,
i §lady cysteiny. Pozostale grupy dawaty jedng
wyrazng plame aminokwaséw obojetnych i lek-
ko rozlang plame aminokwaséw zasadowych
(Fot. 1).

Jonogram wolnych aminokwaséw P m-r psa.

1 — grupa aminokwasow kwasnych; 2 — grupa aminokwa-
sébw obojetnyeh; § — grupa aminokwaséw zasadowych; linia
przerywana -—— miejsce naniesienia

Fot. 1.

Poréwnujac rozmieszczenie poszcezeg6lnych
grup wycinano odpowiednie skrawki z pozosta-
lych paskéw niebarwionych, ktére poddawano
chromatografii.

W drugiej fazie badan odpowiednio wyciete
poszezegblne frakcje dolaczono do paskow bi-
bibuly o wymiarach 3X28 cm, i nastepnie za-
wieszano w cylindrach stosujac metode chroma-
tografii wstepujacej. Jako rozpuszczalnika uzy-
to mieszaniny n-butanolu, kwasu octowego lo-
dowatego i wody w stosunku 4:1:1. Czas wste-
powania rozpuszczalnika wynosit 15 godz. Chro-
matogramy barwiono ninhydryng i wybranymi
barwnikami selektywnymi. Identyf.kacje roz-
dzielanych na chromatogramie aminokwaséw
przeprowadzano przez poréwnywanie war-
tosci Rf standardéw poszczegélnych amino-
kwaséw poddawanych jednocze$nie chromato-
grafii (fot 2).

Omodéwienie wynikow

Jonoforeze do rozdzialu aminokwaséw sto-

sowalo szereg autoréw. Jedni z nich, (Wie-
land, Fischer) przy zastosowaniu niskich
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napie¢ — do 5 V/em otrzymywali grupowy roz-
dzial aminokwasow, Michl, Westphal,
T uroa stosujgc wysokie napiecia do 100 V/em
otrzymywali Lardziej dokladny rozdziat do po-

zostal stwierdzony na chromatogramie. Wyeci-
nek grupy aminokwaséw obojetnych z jonogra-
mu P m-r. poddany chromatografowaniu, wyka-
zal po zidentyfikowaniu ze standartami obec-

Fot. 2.
A — rozdzial aminokwasow wycinka badanego; B — rozdzial
wybranych standartéw, naniesionych na podobny wycinek

czystej bibuty

Chromatogram grupy aminokwasdéw obojetnych.

jedynczych aminokwaséw. Zastosowanie wyso-
kich napie¢ wymaga bardziej skomplikowanej
aparatury, wowczas, gdy metoda niskich napieé
jest nieskomplikowana i tatwa w wykonaniu.
W pracy niniejszej rozdzial aminokwasow prze-
prowadzono przy pomocy hiskich napieé.

Rozmieszezenie poszczegdlnych grup amino-
kwasow zaleznie od wlasciwych im punktéw izo-
elektrycznych jest zalezne miedzy innymi od
PH uzytego buforu i jego skiadu. Po przebada-
niu szeregu buforéw, zadowalajace wyniki
dawat bufor pirydynowo-octanowy o pH 3,9.

Celem sprawdzenia zachowania sie poszcze-
gbélnych aminokwaséw w przebiegu jonoforezy,
przebadano 18 standardéw aminokwaséw. W wy-
niku otrzymano, rozmieszczenie wszystkich ba-
danych aminokwaséw w trzech jednakowych
kolumnach. (standarty naniesione byly po czte-
ry na jeden pasek, rozdzial ich przebiegal
w tych samych warunkach). W grupie amino-
kwasow zasadowych odkladaly sie — arginina,
histydyna, lizyna w grupie obojetnych — alani-
na, norwalina, norleucyna, fenyloalanina, wali-
na, prolina, leucyna, tryptofan, cystyna, treoni-
na, seryna, oraz glikokol. W grupie kwasnych —
kwas asparaginowy, kwas glutaminowy, cy-
steina. (Fot 3). Tego rodzaju podzial aminokwa-
s6w pozwalal w ogdlnych zarysach zorientowat
sie o skladzie poszczegélnych aminokwaséw
w grupowym rozdziale aminokwasé6w P m-r.
i czeSciowo ulatwiat ich identyfikacje. Poddajac
analizie chromatograficznej poszczegélne frak-
cje stwierdzono — wycinek grupy aminokwa-
séw kwasnych dat w efekcie plamy barwne od-
kladajace sie na wysokosci Rf odpowiadajgcym
standartom kwasu glutaminowego i kwasu
asparaginowego. Zaznaczajgcy sie na jonogra-
mie cien cysteiny umiejscowiony przed kwasem
asparaginowym z uwagi na mala jego ilo§é nie
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Fot. 3. Jonogram czystych aminokwaséw
1 — kwas asparaginowy; 2 — kwas glutaminowy; 3 — alanina;
4 — arginina
no$¢ nast. aminokwaséw — glicyny, seryny

treoniny, alaniny, waliny, fenyloalaniny, leucy-
ny. Ponadto miedzy alaning i waling odkiadat
sie jeden aminokwas, ktérego ze wzgledu na
brak standartéw nieidentyfikowano, a ktory
w oparciu o dane z literatury i wartosci jego Rf
odpowiada kw. a-aminomastowemu. Przy bar-
wieniu chromatogramu izatyna stwierdzono
obecno$¢ proliny.

Poniewaz w danym ukladzie rozpuszczalnika
walina, metionina i tryptofan odkladajg sie na
jednej wysokoS$ei, przeprowadzono barwienia
selektywne na obecnosé tych dwu zwiazkdéw,
ktore wypadly negatywnie.

Wycinek jonogramu zawierajacy grupe ami-
nokwaséw zasadowych wykazal na chromato-
gramie obecno$¢ argininy, histydyny i lizyny.
Ogodtem rozdzielono 15 aminokwaséw w tym
2 niecalkowicie zidentyfikowane.

Dotychczasowe dane z literatury na temat wol-
nych aminokwaséw w P m-r. u czlowieka
przedstawiaja sie do§é réznie, mimo stosowania
we wszystkich przypadkach metody chromato-
graficznej. Dane te ilustruje tabela wg Logothe-
tis‘a, do ktorej dla poréwnania dolgczono wyni-
ki wlasne.

Cytowani wyzej autorzy stosowali w swoich
badaniach metode chromatografii dwukierunko-
wej, nie stosowali natomiast metod kombinowa-
nych (laczenia jonoforezy z chromatografig,
badz chromatografii wielokierunkowej)

Badania nad skladem wolnych aminokwas6éw
w P m-r. u ludzi wykazuja, ze sktad jakoSciowy
aminokwasow u osobnikéw zdrowych ulega
stosunkowo minimalnym zmianom, miarodajne
w tym wypadku s3 zwlaszcza badania Logothe-
tis‘a, ktoéry przebadal 17 osobnikéw zdrowych
i stwierdzil, ze wiekszo§¢ zidentyfikowanych
przez niego aminokwaséw stale wystepowala
w P m-r. Autor ten przebadal réwniez 193 przy-
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padki chorobowe, w ktérych stwierdzil wyraz-
ne roznice iloSciowe przy minimalnych zmia-
nach jako$ciowych. Przyjmuje on, ze sktad wol-
nych aminokwaséw w przebadanych ogétem 210
przypadkach byl staty w 85%. U przebadanych
5 pséw odchylen jakosSciowych nie stwierdzono.

Wnioski

Otrzymane wyniki, jakkolwiek oparte na
skromnym materiale doswiadezalnym, wykazu-
ja, ze w plynie mézgowo-rdzeniowym u pséw
zdrowych wystepuje przecietnie okolo 15 wol-
nych aminokwaséw. Badania przeprowadzone
sprowadzaly sie glownie do oznaczen jako$cio-
wych, strona ilo$ciowa zagadnienia jako temat
dalszych prac w tym wypadku zostala pominie-
ta. Brak danych w dostepnej literaturze co do
tego zagadnienia u pséw nie pozwala na kon-
{rontacje otrzymanych wynikéw, mozna jednak
przypuszczaé, ze skromny ten material moze
postuzy¢ jako material wstepny do dalszych ba-
dan nad zachowaniem sie wolnych aminokwa-
sé6w w plynie moézgowo-rdzeniowym u pséw
w stanach fizjologicznych i chorobowych. Za-
stosowanie jonoforezy jako fazy wstepnej przy
analizie chromatograficznej aminokwaséw po-
zwala na eliminowanie uciazliwych metod chro-

matograficznych (chromatografii dwukierunko-
wej) oraz pozwala przy uzyciu metody pasko-
wej na latwiejsza identyfikacje poszezegdlnych
aminokwaséw z uwagi na wstepny ich podziat
grupowy w czasie jonoforezy. Dodatnig strong
tego postepowania wydaje sie réwniez fakt, ze
wystepujgce w roznym stosunku iloSciowym
wolne aminokwasy plynu mézgowo-rdzenio-
wego, przy duzym ich zageszczeniu w prébkach

Fot. 4, Jonogram wolnych aminokwaséw
K — surowicy krwi psa; P — piynu moézgowo-rdzeniowego
psa
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przygotowanych do analizy, przy bezpos$rednim
chromatografowaniu na skutek tworzenia roz-
leglych plam przez te aminokwasy, ktérych jest
stosunkowo najwiecej, utrudniajg odczytanie
chromatogramu. Tego rodzaju trudnosci mozna
usungé¢ stosujac wstepnie jonoforeze. (fot 4).
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E. MA3YPYAK

ONPEAENEHHE CBOBOAHBIX
AMHHOKHCAIOT B LIEEPOBPOCMHMHANBLHOM
XHUOAKOCTH COBAK METOAOM
MOHO®OPE3A U XPOMATOTPADUHM

Mytem cyBokunnutantHoro npokona nonysann 5 mn
CAMHHOMO3FOBOM XMAKOCTH K MCCAEAOBAHUAM.
NpPOBOAMAHM HOHOGOPE3HLIM pa3aen,

Chavana
nony4as Tpu rpynnul
GMHHOKHUCNOT =~ KMCAYIO, LWLEOUYHYIO M HENTPAnbHYIO a 30-
TEM MPHMEHANH XPOMA OrPapUYECKMI aHONM3.

C kucnbix aMUHOKMCAOT onpeaeneHo — AcnaparuHoByio
M FAIOTOMHHOBYIO, C HEWTPAsNIbLHBIX — FAWLMH, CEPHH, TPEO-
HWUH, GNGHHH, BAAHH, GEHUNIANIGHWH, AEHUWH W NpPOJMH,
C LWENOYHbIX — APIMHWH, AU3UH, FUCTULAWH.
HOQ WOHOTPAMMOX BHICTYNHAHM cnegbl
UMCTEMHO Q@ B HEHTPaAbHOMN

Kpome storo
B KUCAOTHOW rpynne
rpynne — OaMHHOMACASHOM
kucnotel. Bcero onpeasenero 15 amunokucnor. Meton
MOHOGOPE3a M XPOMATOrpadUK ANS HCCNEAOBAHHUSA CRNWH-
HOMO3rOBOH XHAKOCTH NONHOCTbIO NpHroaHsbiil 6e3 npume-
HEHUsl CNeuManLHLIX Xpomarorpaduyeckux metoaos. B ka-
YeCTBEHHOM COCTOSHMHW QAMMHOKHCAOT Y
co6aK He ONpPeAeneHo WaMeHEeHMH.

HCCNeaoBAHLIX

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
of free aminoacids present in the cerebro-spinal fluid
of normal dogs. Five ml. of the cerebro-spinal fluid
were collected by suboccipital punction.

Examinations were conducted by the use of the
ionophoretic and paper chromatography methods.
Following initial preparation of the examined samples
three groups, acid, neutral and 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 acid aminoacids were identified:
asparagine acid and glutamine. In the group of neu-
tral aminoacids were identified: glycine, serine,
threonine, alanine, valine, phenylalanine, leucine and
proline. In the group of basic am’ncacids 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 the
group of neutral aminoacids there was not completely
identified beta aminobutyric acid. Totally 15 amino-
acids were isolated.

The determination of free aminoacids in the cere-
brospinal fluid by the use of ionophoresis in con-
Junction with one dimensional chromatography per-
mits to eliminate the tiresome two dimensional chro-
matography method and the secondary one, thus
shortens considerably the time required for the ana-
lysis.

The qualitative constitution of the aminoacids in
dogs showed no fluctuations.

JAN SZURMAN

POZIOM FRAKCJI BIALKOWYCH
SUROWIC SWIN *

Instytut Weterynarii Pracownia Badan nad Chorobs
Cieszynskg Swin Gumna k/Cleszyna

Kierownik: Z. LARSKI

Proby uchwycenia zmian w surowicy s$win,
po wprowadzeniu antygenu — wirusa choroby
cieszynskiej — wykazaly koniecznosé okresle-
nia na wstepie zmian, powodowanych czynni-
kami niespecyficznymi.

Poniewaz do doswiadczen z wirusem choroby
cieszynskiej uzywano przewaznie swin w wie-
ku od 35 do 77 dni, podjeto prébe uchwycenia
zmian frakcji biatkowych w zaleznosci od wie-
ku. Dane terenowe oraz wyniki uzyskane w na-
szej pracowni (1), wskazujace na ewentualng za-
leznosé przebiegu infekcji od sposobu zywienia,
wskazaly celowos¢é przeprowadzenia prob nad
zmianami biatek surowicy, powodowanych zréz-
nicowanym zywieniem.

Materiaty i metodyka

Zwierzeta doswiadczalne: 1) Swinia pulaw-
ska z gospodarstwa doswiadczalnego PAN Ko-
stkowice (Cieszyn). Zywienie: §ruta jeczmienna
40%y, $ruta owsiana 38%, makuch lniany 2%y,
otreby pszenne 16%o, drozdze suszone 2%, susz
lucerny 2%. 1 kg paszy zawiera: jednostek
owsianych 1,072, strawnego biatka g 87,5, gra-
moéw strawnego biatka na 1 jednostke karmows
owslang 81.

Dokarmianie prosiat mlodych na dzien i sztu-

ke w kg. mleko mieszanka
tresciwa

21 dni 0,11 0,01

28 0,21 0,04

35 0,35 0,08

42 0,59 0,21

49 0,81 0,40

56 ,, 0,95 0,59

*) wspolpraca techniczna Janina Larska, technik
wet,



