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Zawartos¢ wolnych aminokwaséw w surowicy krwi ludzi
w niektérych schorzeniach watroby

Cogpepmanie CBOGOAHBIX aMMUHOKMCIOT B ChIBODOTKe KDOBM JI04€i MpM HEKOTOPHIX
6ojle3HAX neueHu

Contents of Free Amino Acids in the Human Blood Serum in some Liver Diseases

Watroba jest narzadem dominujacym w réznorodnosci i liczebnosci przemian
metabolicznych, jakie sie w tym organie dokonuja (5). Narzad ten wywiera zasadni-
czy wplyw na metabolizm wiekszosci skladnikéw krwi i tkanek. Miedzy innymi
w watrobie odbywaja sie procesy dezaminacji aminokwaséw oraz synteza bialtek
osocza. Réine schorzenia i uszkodzenia watroby prowadza do zmiany metabolizmu
aminokwasowego i bialkowego. Z tych powodéw wielu badaczy interesowalo sie
wplywem okreslonych schorzen watroby na zawarto$é bialek i réznych skladnikéw
azotowych surowicy krwi ludzi chorych.

Knauff, Seybold i wsp. (3, 4 zbadali zawarto$é wolnych aminokwaséw
w surowicy krwi ludzi z marskosciag i wirusowym zapaleniem watroby, Kata-
jewa i Jeremienko (2) zajmowali sie oznaczaniem wolnych aminokwaséw
w su\rowicy krwi ludzi z nadci$nieniem zwrotnym spowodowanym marsko$cig watro-
by i blokiem pozawatrobowym. Wigkszo$é prac dotyczyla badan wplywu zapale-
nia wirusowego i marsko$ci watroby na zawarto$é wolnych aminokwaséw w su-
rowicy krwi

W przedstawionej pracy zajeto sie wplywem zoéitaczki mechanicznej
niewirusowej oraz kamicy watrobowej na zmiany stezenia wolnych ami-
nokwaséw. Poza tym przeprowadzono wstepne, sondujace analizy steze-
nia wolnych aminokwaséw w kilku przypadkach zétaczek niezakaznych
o nie ustalonej etiologii i nowctworu watroby. Punkt odniesienia i ma-
terial poré6wnawczy stanowila zawarto$¢ wolnych aminokwaséw w suro=-
wicy fizjologicznej pobranej od ludzi zdrowych.
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MATERIALY I METODY

Uzyto wzorcowych aminokwaséw firmy Nutritional Biochemicals Corporation
Cleveland Ohio USA. Sporzadzono z nich roztwory wzorcowe o stezeniu 10-3 mol/l.
Wzorcowe roztwory aminokwaséw nanoszono na arkusze bibuly Whatman nr 3
o wymiarach 40 X44 cm we wzrastajacych stezeniach wyrazonych w mg%. Odleglosei
pomiedzy poszczegélnymi naniesieniami wynosily 3 cm. Po pasmowym nakropleniu
wzorcowych roztwordw aminokwasdw bibule suszono w strumieniu cieplego po-
wietrza za pomoca suszarki. Arkusze bibuly zszywano w ksztalcie cylindra i umiesz-
czano w szklanych kamerach chromatograficznych o wymiarach 20X40 ¢m. Chro-
matogramy rozwijano dwukrotnie ukladem: n-butanol—lodowaty kwas octowy—
woda (4:1:1). Czas dwukrotnego rozwijania chromatogramu wynosit 96 godz. Chro-
matogramy suszono w temperaturze pokojowej az do zaniku zapachu rozpuszczal-
nikéw i wywolano metoda Barrouliera (1) acetonowym roztworem ninhy-

Tab. 1. Wolne aminokwasy w surowicy fizjologicznej I w przypadkach kamicy
Free amino acids in the normal serum and in cases of hepatic

Cys. Liz. his. Ser. gli. Glu. treo
mg% arg. mg% mg% mg%

L.p. E 5 E 5
[ 4 + % Z + 2 -+ =4 +
% N & 02 & B 02 8 B O2OQ

1. — 0,15 10,12 0,63 040 057 036 0,14 0,22 042 0,07 0,56

2. - 0,09 o017 075 1032 040 033 0,19 0,28 045 0,12 048

3. — 0,06 014 075 032 038 040 0,19 030 039 0,07 0,38

4. — 0,056 0,10 0,75 042 058 036 0,18 0,20 042 0,11 0,56

5. - 012 0,18 0,80 030 039 0,33 0,16 023 045 0,11 045

6. — 0,13 0,14 1082 032 040 033 020 027 049 0,11 0,35

1. -— 0,08 0,10 0,80 030 039 040 0,16 0,19 0,33 0,07 045

8. -— 006 018 0,550 0,30 056 040 0,14 0,27 033 0,11 0,57

9. —-— 0,09 011 075 032 052 0,33 0,13 028 039 0,12 0,56

10. -— 012 1016 063 036 056 033 0,13 028 042 0,11 040

11, -— 0,08 0,13 08 034 056 031 0,12 020 045 0,10 0,35

12 - 0,09 o017 1082 038 040 031 0,16 024 040 0,12 048

13 — 0,10 012 o070 0,36 054 040 0,16 0,26 0,39 0,12 0,42

T — 0,09 1014 075 034 049 035 0,16 026 041 0,10 0,47
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Objasnienia: SF — surowica fizjologiczna, KW — kamica watrobowa, Z-+KW —
26ltaczka mechaniczna polgczona z kamicy, & — s$rednia arytmetyczna zbiorowosci
prébnej, S — odchylenia standardowe pojedynczego wyniku, A — przedzial zmien-
nosci. :
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dryny, zawierajagcym jony kadmu jako kompleksora barwnego produktu reakcji
aminokwaséw z ninhydryna tzw. ,Dyda” (dwuketohydrindylideno-dwuketohydrin-
daminy). Czerwono-rdézowe plamy komplekséw wycinano z bibuly i eluowano 10 mi
70% metanolu. Gestosé optyczng eluatu mierzono w fotokolorymetrze ,,Specol” firmy
Carl Zeiss — Jena, przy diugosci fali 510 mu. Grubosé warstwy przepuszczajgcej
wynosi:a 1 em. .

Srednia arytmetyczna, uzyskana z 5 pomiaréw ekstynkcji dla réinych stezen
poszcezegdlnych aminokwaséw, stuzyla do sporzadzenia krzywych wzorcowych zalez-
no$ci ekstynkcji od stezenia aminokwaséw. Wyniki pomiardéw zestawiono w tab. 1.

Material doswiadczalny stanowilo 13 surowic pobranych od ludzi zdrowych oraz
po 13 surowic ludzi cierpigeych na kamice watrobowa, z6itaczke mechaniczng nie-
zakaing polgczong z kamicg watrobowa. Poza tym przebadano 5 surowic ludzi
z z6itaczkg niezaka’na o nie znanej etiologii i 5 surowic przypadku nowotworu wa-
troby. Krew do badah otrzymano ze szpitala zespolonego w Lublinie. Byla ona po-
bierana od pacjentéw w wieku 21-—-57 lat, rano przed podaniem pierwszego posilku.

watrobowej oraz z6itaczki mechanicznej w polgczeniu z kamicy watrobows
calculus and obstruction jaundice combined with hepatic caleulus

Ala. Tyr. E Wal. Fen. Leu. ileu.
mg% mg% mg% mg% mg%

B o4+ m B+ 2+ 2+ : 2+

B % N B %2 &8 B 0% N OB O®%¥ 8 0B o2&
030 0,06 030 014 — 026 0,30 0,03 0,61 — —_ 0,22 0,19 0,05 0,52
0,26 0,06 0,18 014 — 0,24 032 0,04 051 — — 0,30 0,19 0,07 0,43
0,23 007 021 o018 — 016 026 0,04 020 — — 0,18 0,23 0,05 0,38
0,26 0,06 0,22 0,14 — 019 0,24 0,06 0,51 —_ — 0,21 0,19 0,05 0,54
0,30 0,056 0,22 012 — 0,19 0,2¢ 0,08 050 — — 0,16 0,15 0,05 0,54
0,22 0,06 0,28 0,18 -— 0,26 020 0,08 050 — —_— 0,26 0,23 0,05 0,35
0,30 0,06 1024 014 — 022 020 006 030 — — 0,21 0,23 0,03 0,39
0,31 006 030 014 — 019 026 005 030 — — 030 0,18 003 0,47
0,28 009 030 014 — 022 032 003 045 — — 028 026 005 039
0,22 0,06 0,18 0,11 — 022 032 004 050 — —_ 0,16 0,19 0,05 0,40
022 0,07 018 011 — 024 030 0,04 035 — — 0,21 0,22 0,05 0,45
0,28 008 022 013 — 021 028 003 045 — — 020 020 006 048
0,23 0,06 026 0,12 — 022 024 0,06 050 — —_ 0,22 0,23 0,04 0,38
0,26 006 024 014 — 022 027 005 044 — — 022 021 005 0,44
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Explanation: SF — normal serum, KW — hepatic calculus, Z+KW — obstruc-
tion jaundice combined with hepatic calculus, ¥ — arithmetic mean in a sample,
S — standard deviations of one result, A — variance interval.
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Tab. 2. Wolne aminokwasy w surowicy fizjologicznej; oraz w przypadkach
Free amino acids in the normal serum and in cases of obstruction

Cys. Liz, his. arg. " Ser. gli. Glu. treo.
L.p mg% mg% mg% mg%
SF ZN RW SF ZN RW S ZN RW SF ZN RW
1. — 0,09 1,15 063 0,32 960 036 0,09 033 0,42 0,11 2,80
2. — 0,05 1,08 0,75 042 28 0,33 0,111 0,16 045 0,16 1,70
3. - 0,08 1,20 0,75 0,35 2,20 040 0,13 0,26 039 0,14 220
4. — 010 1,02 0,75 0,38 320 0,36 010 0,24 042 0,12 2,50
5. — 0,07 1,22 0,80 0,36 240 0,33 0,12 021 039 0,16 1,90
6. — 0,82 0,33 0,45
7. — 0,82 0,40 0,49
8. —_ 0,80 0,40 0,33
9. — 0,70 0,33 0,33
10, — 0,75 0,31 0,39
11. — 0,63 0,33 0,42
12. — 0,80 0,36 0,45
13. —_ 0,75 0,40 0,40
x -— 080 015 075 036 08 035 011 024 041 0,14 2,20
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Objasnienia: SF — surowica fizjologiczna, ZN — 36ltaczka niezakaZna o nie

ustalonej etiologii, RW — rak watroby, £ — Srednia arytmetyczna zbiorowosci prob-
nej, § — odchylenia standardowe pojedynczego wyniku, A — przedzial zmiennosci.

Do 2 ml analizowanej krwi dolewano 8 ml 96% etanolu i pozostawiano na
2 godz. w lodéwce, a nastepnie odwirowywano i odrzucano biatko i czerwone krwin-
ki. Przesgcz po wytrgceniu bialka zadawano 4 ml etanolu zawierajgcego stezony
kwas solny (9,5 ml etanolu + 0,5 ml 6 N HCIl). Jesli roztwér byt klarowny, do-
wodzilo to calkowitego wytracenia sie bialka i odparowywano go promiennikami
podczerwonymi. Suchg pozostalosé, zawierajgcg chlorowodorki ‘aminokwaséw, roz-
puszczano w 0,5 ml wody destylowanej i nanoszono na bibule Whatman nr 3. Na
jednym arkuszu bibuly nanoszono material doswiadczalny obok wzorcowych roz-
tworéow aminokwaséw i w tych samych warunkach doswiadczalnych przeprowa-
dzano rozdzial chromatograficzny, wywolywanie i elucje aminokwaséw. W ten
spos6b kompensowano bledy metody, a uzyskane wyniki mogly stanowié¢ material
do wyciagania wnioskéw z przeprowadzonej analizy poréwnawczej wolnych amino-
kwaséw.
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z6taczki niezakatnej o nie ustalonej etiologii i nowotworu watroby
jaundice of unknown etiology.and in hepatic neoplasma
Ala. Tyr. Wal. Fen. Leu. ileu.
mg% mg% mg% mg% mg%
SF ZN RW SF ZN RW SF 2N RW SF:- ZN RW SF ZN RW
0,30 0,17 0,82 0,14 0,27 0,75 032 0,10 1,28 — 025 082 0,23 0,02 1,26
0,26 0,22 035 0,14 0,27 0,22 036 o013 0,72 — 024 0,58 0,19 0,03 1,68
0,23 0,15 0,75 0,18 032 0,55 0,26 0,12 112 — 0,28 065 0,19 0,04 1,20
0,26 0,20 090 014 021 0,75 024 0,15 09 — 022 0,75 023 0,03 1,45
0,30 0,14 085 0,12 0,24 0,85 024 010 1,05 — 025 080 0,19 0,03 1,50
0,22 0,18 0,20 — 0,25 0,70 0,15
0,30 0,14 0,20 0,23
0,31 0,14 0,26 0,23
0,28 0,14 0,32 0,18
0,22 0,11 0,32 0,26
0,22 0,11 0,30 0,19
0,28 0,13 0,28 0,22
0,23 0,12 0,24 0,20
0,26 0,18 0,71 0,14 0,26 058 027 0,12 1,02 0,21 0,03 1,41
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Explanation: SF — normal serum, ZN — obstruction jaundice of unknown

etiology, RW — hepatic neoplasma, & —

arithmetic mean of a sample; S — standard
deviations of one result, A — variance interval.

OMOWIENIE WYNIKOW | WNIOSKI

Uzyskane wyniki, zestawione w tab. 1, uwidaczniajg istotne zmiany

w zawartos$ci wolnych aminokwaséw w surowicy krwi ludzi z kamicg wa-
trobowg oraz zoltaczka mechaniczng potaczona z kamica w poréwnaniu
do surowic krwi ludzi zdrowych. W przypadku kamicy watrobowej
zmniejszalo sie stezenie aminokwaséw zasadowych, lizyny, histydyny
i argininy, glicyny, seryny i alaniny oraz kwasu glutaminowego, treoni-
ny, tyrozyny, waliny, leucyny i izoleucyny. Natomiast w przypadku zéi-
taczki mechanicznej polgczonej z kamicg watrobowsa wzrastalo stezenie
waliny, kwasu glutaminowego, treoniny i leucyny. W obu omawianych
przypadkach chorobowych zwiekszalo sie stezenie cystyny.

Wyniki dotyczace zawartosci wolnych aminokwaséw w kilku przypad-
kach z6ltaczki niezakaznej o nie ustalonej etiologii i nowotworu watroby
zestawiono w tab. 2. W zéltaczce o nie ustalonej etiologii obnizala sie za-
warto$¢ aminokwaséw zasadowych, glicyny, kwasu glutaminowego, alani-
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ny, waliny, leucyny, izoleucyny oraz hydroksyaminokwaséw, seryny
i treoniny. Jednoczesnie wzrastala zawartos¢ tyrozyny i fenyloalaniny.
W przypadku nowotworu watroby poza glicyng stezenie wszystkich po-
zostatych aminokwaséw znacznie wzrastalo, niektérych aminokwasoéw na-
wet siedmiokrotnie w poréwnaniu do surowic fizjologicznych.

Zoltaczka mechaniczna moze prowadzi¢ do zaburzen i uszkodzen blo-
ny pélprzepuszezalnej komorek watrobowych, a zatem wplywacé na re-
sorbcje poszezegdlnych aminokwaséw z watroby do krwi. Wzrasta row-
niez aktywno$¢ niektérych transaminaz. Fakty te mogy tlumaczyé zmia-
ne w stezeniu wolnych aminokwaséw w surowicy krwi ludzi z zéltaczka
mechaniczna. .

Lgcezne uszkodzenie bion komérkowych, potgezone z niedroznoscig drog
z6lciowych, jakie wystepuje w przypadku zobitaczki mechanicznej wraz
z kamicy watrobowy, powoduje wzrost aktywnosci aminotransferazy ala-
ninowej i asparaginowej.

Uzyskanych w przedstawionej pracy wynikéw nie mozna poréwny-
waé czy tez dyskutowaé¢ z danymi opublikowanymi przez Knauffa,
Seybolda i Kantersa (3, 4), gdyz zajmowali sie oni badaniem ste-
zenia wolnych aminokwaséw w przypadkach wirusowego zapalenia wgy-
troby oraz marskosci watroby.

Obserwowany duzy wzrost aminokwasow w przypadku nowotworu
watroby moze wiaza¢ sie z postepujaca marskoscig watroby i z samotra-
wieniem tkanki przez endoenzymy wydobywajace sie przy rozpadzie
tkanki nowetworowej. OkreSlenie uzytecznosci diagnostycznej badania
zawartosci wolnych aminokwaséw w omawianych przypadkach choréb
watroby wymaga dalszych badan na wiekszym materiale doswiadczal-
nym. Uzyskane wyniki sygnalizujg tylko wyrazne zmiany w metaboliz-
mie aminokwasowym tkanki watrobowej w wyzej wymlemonych przy-
padkach chorobowych.
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PE3IOME

WccnenoBaHoO M3MEHEHMA B COAEPXKAaHUM CBODOJHLIX aMMHOKMCJIOT B ChIBOPOTKE
KpoBHM ¥ OOJBHBIX MMEYEHOUYHO-KAMEHHOM O00JIe3HbIO, M NPH HEeUH(PEKUMOHHOM Kel-
TyXe, BbICTynalolllell OfHOBPEMEHHO C MNeYéHO4YHO-KaMeHHOl Ooje3ubio. Kpome TOTO
MCCNEeJOBaN0 CLIBOPOTKY OOJbHbIX MEeXaHMUYECKONM KeJITYXO0)! HeM3BEeCTHON 3THUOJIO-
r¥M U HopooOpazoBanueM nedenu. Obuapyxena 3HayMTeJbHadA Pa3HMLAa B coAepKa-
HMM CBOBORHBIX AMMHOKMCJIOT B BBIUENPUBENEHHBIX CAYHaAX MO CPABHEHMIO C KOH-
HEHTPAanMell aMUHOKUCIIOT B OUIMOIOTHUECKHX ChIBOPOTKAX.

SUMMARY

Variations in the contents of free amino acids in the blood human serum in
cases of hepatic calculus, and in obstruction jaundice combined with hepatic cal-
culus, were examined. Some human sera, taken from the patients affected with
obstruction jaundice, of unknown etiology, and with hepatic neoplasma, - were
examined. Significant differences in the concentrations of free amino acids in the
above cases were observed in comparison with those found in the normal serum.






