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Ocena zmian w skladzie aminokwaséw w tkance watrobowej
metoda elektrochromatografii skrawkowej

An Estimation of the Changes in the Amino Acid Composition of Liver
Tissues by Paper Electrochromatography

Metoda chromatografii do badania skrawkéw tkankowych byla opisana przez
Lindnera (8), zastosowana do badan aminokwaséw przez George i wsp. (4),
Ackermann i Sarneckg-Keller (1) oraz Staszyca (12). OkresSlanie
skladu aminokwas6w w skrawkach tkankowych metodami histochemicznymi (reak-
cja ninhydrynowa, Millona) jest ograniczone i wiele odezynéw swoistych jest nie-
przydatnych (2, 11). Wprowadzenie metody chromatografii skrawkowej w tych
przypadkach wydaje sie byé celowe.

W naszych badaniach nad stanem aminokwasowym watroby samcéw kastro-
wanych obustronnie i poddanych dzialaniu metylotestosteronu, zastosowano elek-
trochromatografie bibutowg skrawkéow.

MATERIAEL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na samcach szczuréw bialych (40 szt.) hodowli wlas-
nej, 7—8 miesiecznych, wagi okolo 200—250 g., ktére przebywaly w jednakowych
warunkach i zywione byly ta sama dieta. 20 zwierzat operowano pod narkoza
eterowg wycinajac jadra z najadrzem, jednocze$nie podwigzujgc naczynia i nasie-
niowody. Wszystkie zwierzeta podzielono na 4 grupy: I — zwierzeta kastrowane
(grupa Ia, Ib), II — zwierzeta kastrowane, kté6rym podawano metylotestosteron
poczgwszy od 3 dnia po zabfegu w ilo§ci 5 mg na zwierze 2 razy w tygodniu
(grupa Ila, IIb). III — zwierzeta nie kastrowane (grupy IIla i IIIb), ktérym poda-
wano podskérnie metylotestosteron w ten sam spos6b i w tej samej iloSei jak
w grupie II oraz IV — zwierzeta kontrolne. W kazdej grupie zwierzeta byly
u$miercane przez dekapitacje po a) 2 tygodniach i b) 3 miesigcach od rozpoczecia
badafi. Pobierano wycinki z prawego plata watroby zawsze o tej samej porze,
tj. 0 9 godz. Wycinki natychmiast zamrazano i krajano na mikrotomie mrozenjo-
wym na skrawki 50 p gruboSci.
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Do analizy skiadu aminokwasowego zastosowano elektrochromatografie wg
metody Fischla i Segala (3), ktora pozwala na przeprowadzenie procesu
elektroforezy i chromatografii na jednym arkuszu bibuly. W tym celu skrawki
umieszczono na bibule chromatograficznej Whatman 4 w lewym dolnym brzegu.
Po uprzednim nasyceniu bibuly buforem (o skladzie 7,8% kwasu octowego i 2,5%
kwasu mréwkowego w stosunku 1:1 (obj./obj.) i o pH 2,2 umieszczano jg w ko-
morze elektroforetycznej z tym samym buforem. Napiecie przeplywajgcego pradu
wynosito 700 V, natezenie 11 mA, czas elektroforezy 1 godz. Po elektroforezie
przeprowadzono dwukrotng chromatografie wstepujacg w czasie 12 godz. Jako
ukiad rozwiiajgcy stosowano n-butanol, kwas octowy, woda w stosunku 4:1:1
(obj/obj). Elektrochromatogramy wywolywano w acetonowym roztworze 0,5% nin-
hydryny i suszono w temp. 60°C. Jednocze$nie w tych samych warunkach prze-
rrowadzono elektrochromatografie hydrolizatu biatkowego (globulina). Probke
bialka ogrzewano w temp. 105°C w 12 N HCl w zatopionej ampulce szklanej przez
17 godz. Po przeprowadzeniu wstepnych préb mozna bylo z kaidej grupy zwierzat
uzyskaé przynajmniej 4 elektrochromatogramy posiadajgce prawie analogiczny
obraz aminokwasow.

BADANIA WLASNE

Uzyskane elektrochromatogramy aminokwaséw ze skrawkdéw watro-
bowych poszczegbélnych grup do$wiadczalnych oraz grupy kontrolnej
byly identyfikowane z elektrochromatogramem hydrolizatu biatkowego
(ryc. 1). Elektrochromatogram kontrolny (ryc. 2) jest zblizony pod
wzgledem ilosci i rozmieszczenia plam ninhydrynopozytywnych do elek-
trochromatogramu hydrolizatu bialtkowego. Udalo sie wyrdzni¢ 3 grupy
aminokwaséw: 1) aminokwasy o charakterze kwasnym (dolna lewa
czesc); w tej grupie wystepujag réwniez w zmniejszonej ilosci amino-
kwasy obojetne, 2) aminokwasy o charakterze obojetnym (lewa goérna
cze$¢) i 3) aminokwasy zasadowe (prawa dolna cze$¢). We wszystkich
badanych skrawkach zwierzat nie wystepujg zmiany w ukladzie amino-
kwaséw grupy I (dolna lewa cze$é) (ryc. 2—8), natomiast ksztalty plam
w poréwnaniu z elektrochromatogramem wzorcowym (ryc. 1) sg roz-
myte i wydluzone. Skrawki pobrane z grupy la i analizowane stoso-
wang metodg (ryc. 3) wykazaly rdznice w pordéwnaniu z kontrolnym
elektrochromatogramem, polegajace na zréznicowaniu grupy zasadowe]
aminokwasow i pojawieniu sie dodatkowej plamy. W poréwnaniu do
grupy Ia skrawki zwierzat grupy Ib (ryc. 4) na elektrochromatogramie
wykazujg pojawienie sig¢ trzech dodatkowych plam, odpowiadajgcych
prawdcpodobnie polipeptydom oraz czterech mniejszych plamek w gru-
pie aminokwasow okojetnych, ktére — przypuszcza sie¢ — stanowig lep-
sze zroznicowanie 4 aminokwaséw wystepujacych na elektrochromato-
gramie kontrolnym. Grupa Ila (ryc. 5) zawiera o jedng plame ninhydry-
nopozytywng z grupy aminokwaséw zasadowych mmniej i 3 plamy ana-
logicznie, jak w grupie Ib. Grupa IIb (ryc. 6) wykazuje podobny obraz,
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jak kontrola. Elektrochromatogram grupy Illa (ryc. 7), odzwierciedla-
jacy zmiany aminokwaséw w skrawkach watrobowych zwierzat, ktorym
podawano metylotestosteron, nie wykazuje zasadniczych roéznic z elek-
trochromatogramem kontrolnym (ryc. 2) za wyjatkiem plam z grupy
aminokwas6w zasadowych (o jedng mniej). Grupa IIIb (ryc.8) w porow-
naniu do kontrolnej zawiera 3 dodatkowe plamy ninhydrynopozytywne.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

-

Okreslanie poszczegolnych aminokwaséw metodami histochemicz-
nymi jest ograniczone malg iloscig swoistych odczynéw. Aminokwasy
inaczej reaguja w zdenaturowanych biatkach skrawkéw tkankowych niz
w hydrolizatach rodzimych (11). Zastosowanie metody elektrochroma-
tografii (9, 10), tj. polaczenia elektroforezy z chromatografig, pozwala
uzyskaé¢ bardziej pewne wyniki w okres$laniu zmian w poszczegdlnych
grupach aminokwaséw w skrawkach niz stosowanie samej chromato-
grafii. W naszych badaniach aminokwasy sa rozdzielane droga elektro-
forezy w jednym kierunku, a chromatografia przeprowadzona w prze-
ciwnym kierunku zwieksza selektywno$é rozdziatu substancji na ptasz-
czyznie (5, 7). Zastosowana przez nas elektrochromatografia skrawkowa
pozwolila wykazaé réznice w jakosci poszczegoélnych aminokwaséw w gru-
pach do$wiadczalnych i poréwnaé je z grupa zwierzat kontrolnych.

Na pocdstawie uzyskanych elektrochromatograméw mozemy stwier-
dzié, ze w skrawkach watroby zwierzat kastrowanych daje sie¢ zauwazyé
wzrost ilosci aminokwasow zasadowych, zwlaszcza w krétkim okresie
czasu po gonadektomii oraz pojawienie sie blizej nie zidentyfikowanych
zwigzkéw ninhydrynopozytywnych, prawdopodobnie polipeptydow. W
skrawkach watroby zwierzat kastrowanych po podaniu metylotestoste-
ronu obserwowano pojawienie sie analogicznych ninhydrynopozytyw-
nych zwigzkow tylko w tej grupie zwierzat, ktéorym przez krotki okres
czasu (2 tygodnie) podawano metylotestosteron, natomiast nie zauwa-
zono ich u zwierzat, ktorym podawano przez okres 3 miesiecy. Na elek-
trochromatogramach ze skrawkoéw watroby zwierzat nie kastrowanych,
ktérym podawano metylotestosteron przez kroétki okres czasu, nie obser-
wowano zadnych zmian-w stosunku do kontroli. Dalsze podawanie zwie-
rzetom metylotestosteronu wplywalo na zmniejszanie ilosci aminokwa-
sOw obojetnych. Przypuszcza sie, ze zmiany w skladzie aminokwaso-
wym watroby, obserwowane w grupach do$wiadczalnych, a zwlaszcza
u zwierzat kastrowanych, zwigzane sa z synteza i rozpadem bialek, co
jest zgodne z danymi Williamsa (14).

Wystepowanie rozmytych i wydiluzonych plam na elektrochromato-
gramach skrawkowych nalezy ttumaczyé silng adsorpcja rozdzielania
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skladnikéw na bibule i wolno ustalajacg sie¢ réwnowaga wspolczynnika
podzialu rozdzielanych skladnikéw miedzy fazg stalg a ciekig (13). Row-
niez uwaza sig, ze sukcesywne uwalnianie sie tego samego skladnika
(np. kwasu glutaminowego) ze skrawka w warunkach elektroforezy
moze powodowaé smugi tworzacej sie plamy aminokwasu.

Na elektrochromatogramach wyroézniono tylko 3 grupy aminokwa-
sOw, poniewaz dokladna identyfikacja poszczegélnych plam jest utrud-
niona z uwagi na konieczno$¢ posiadania pelnej mapki aminokwasow
i peptydoéw oraz na mozliwosé tworzenia kompleksowych polgczenr pod-
czas uwalniania skladnikéw komorkowych ze skrawka.

Wnioski

1. Do okreslenia skladu aminokwasowego tkanki watrobowej w wa-
rinkach doswiadczalnych zastosowano po raz pierwszy metode elektro-
chromatografii skrawkowej.

2. Stwierdzono, ze w skrawkach watrobowych wszystkich trzech
grup do$wiadczalnych nie wystepuja zmiany w grupie aminokwasoéw
kwasnych i obojetnych.

3. U zwierzat kastrowanych zaobserwowano wyrazne zmiany w gru-
pie aminokwasow zasadowych i wystgpienie dodatkowych plam ninhy-
drynopozytywnych (prawdopodobnie polipeptydy), natomiast mniej wy-
razne w pozostatych grupach.
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OBJASNIENIA DO TABLIC

Ryc. 1. Elektrochromatogram hydrolizatu bialkowego. Elektroforeza: bufor o pH
2,2 (7,8% kwas octowy i 2,5% kwas mréwkowy w stosunku 1:1). Napiecie pradu
700 V, natezenie 11 mA, czas 1 godz. Plamy wywolywano 0,5% acetonowym roz-
tworem ninhydryny. Warunki powyzsze dotycza pozostalych elektrochromatogra-
mow.

Ryc. 2. Elektrochromatogram skrawkéw watroby szczuréw z grupy kontrolnej.

Ryc. 3. Elektrochromatogram skrawkéw watroby szczuréw w 2 tygodnie po
gonadektomii.

Ryc. 4. Elektrochromatogram skrawkéw watroby szczuréw w 3 miesigce po
gonadektomii.

Ryec. 5. Elektrochromatogram skrawkdéw watroby szczuréw, ktérym od 3 dnia
po gonadektomii podawano metylotestosteron przez okres 2 tygodni w ilo$ci 5 mg
2 razy tygodniowo.

Ryc. 6. Elektrochromatogram skrawkow watroby szczuréw, ktérym od 3 dnia
po gonadektomii podawano metylotestosteron przez okres 3 miesiecy w iloSci 5 mg
2 razy tygodniowo.

Ryc. 7. Elektrochromatogram skrawkéw watroby szczuréw nie kastrowanych,
ktérym podawano metylotestosteron przez 2 tygodnie w iloSci 5 mg 2 razy tygod-
niowo.

Ryc. 8. Elektrochromatogram skrawkoéw watroby szczuréw nie kastrowanych,
ktérym podawano metylotestosteron przez okres 3 miesiecy w iloSci 5 mg 2 razy
tygodniowo.

Npumenenne Meroma 3neKTpoxpomMatorpacdmu Ha Oymare mpu OI[EHKE
U3MEHEHMII B AMUHOKHMCJIOTAaX, MPOUCXOAANMX B NMEYCHOYHBIX Cpe3ax

Pe3womMme

Ilosnp3ysick MmeTozoMm sJekTpoxpoMatorpadum Ccpes3oB, Habmopascd
aMMHOKMCJIOTHBIM COCTAaB IEHEHOYHOM TKAHM y KAacCTPMPOBAHHBIX KpBIC,
a TakXe y KacCTpPUPOBAaHHBIX M HEKAaCTPMPOBAHHBIX KpPBIC, KOTOPBIM JABa
pa3a B HeJeJI0 B TeYeHME ABYX HeJeNb M TPEX MecAleB BIPLICKMBAJIOCH
0,5 Mr MeTHJITECTOCTEPOHA.

IIpu cpaBHeHMM SJIEKTPOXPOMATOTPaMM OTHAEJBHBLIX Ipynm ¢ obpasio-
BOJ 9JIEKTPOXPOMATOTPAMMOM 00HAapYKMINUCh M3MEHEHMA B COCTaBE aMil-
HOKMCJIOT B TPYINIE KaCTPUPOBAHHBIX KMUBOTHBIX.

An Estimation of the Changes in the Amino Acid Composition of Liver
Tissues by Paper Electrochromatography
Summary

Paper electrochromatography was used to estimate the changes in
the amino acid composition of the liver tissue of castrated and nonca-
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strated white rats which were given 5 mg. of methyltestosterone twice
a week, for periods of two weeks and 3 months.

The comparison of the electrochromatograms of particular groups
with the pattern electrochromatogram showed some changes in the
amino acid composition of the castrated rats.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Electrochromatogram of the protein hydrolysate. Electrophoresis was
performed for 1 hr. in buffer, pH 2.2 (7.8% acetic acid and 2.5% formic acid in
proportion 1:1 v/v) with a tension of 700V and a current of 11 mA. The spots
were located with 0.5% acetone solution of ninhydrin. The above conditions also
refer to electrochromatograms presented in Figs. 2—8.

Fig. 2. Electrochromatogram of the liver sections of rats from the control
group.

Fig. 3. Electrochromatogram of the liver sections of rats, two weeks after
gonadectomy.

Fig. 4. Electrochromatogram of the liver sections of rats, three months after
gonadectomy.

Fig. 5. Electrochromatogram of the liver sections of rats which on the third
day after gonadectomy were given 5 mg. of methyltestosterone twice a week for
a fortnight.

Fig. 6. Electrochromatogram of the liver sections of rats which on the third
day after gonadectomy were given 5 mg. of methyltestosterone twice a week for
3 months.

Fig. 7. Electrochromatogram of the liver sections of noncastrated rats which
were given 5 mg. of methyltestosterone twice a week for a fortnight.

Fig. 8. Electrochromatogram of the liver sections of noncastrated rats which
were given 5 mg. of methyltestosterone twice a week for 3 months.
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