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cych sie uklei — 64%, przy zawartosci tych
substancji w tluszczu lina wynoszacej 21,8%
i 10,68% w tluszczu uklei. Srednia zawartosé
cholesterolu w substancjach niezmydlajacych
sie wynosi 36,80%.

Zawartos¢ substancji niezmydlajgcych sig
w tluszezu ryb waha sie w granicach od 2,61%
u wegorza do 24,76% u okonia oraz 27,35%
u szczupaka i wynosi srednio 16,09%.

Stwierdzono, ze najmniejszg procentowg za-
wartosé cholesterolu w tluszczu charakteryzu-
ja sie te ryby, ktére majg najmniejszy procent
substancji niezmydlajgcych sie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
rowniez stwierdzi¢, ze zawartos¢ substancji
niezmydlajgcych sie i cholesterolu jest od-
wrotnie proporcjonalna do ilosci tluszczu
w tkance migs$niowej ryb. I tak: ryby tiuste
np: wegorz (25,10% tluszezu), leszez (1,81%)
w poréwnaniu z rybami chudymi np: okon
(0,62%) i szczupak (0,60%) charakteryzujg sie
nizszg zawartoscig substancji niezmydlajgcych
sie 1 cholesterolu.

Procentowa zawartos¢ kwasow tluszczowych
w thuszczu badanych ryb waha sie w grani-
cach od 57,38% u ploci do 77,39% u sandacza
i jest uzalezniona od ilosci w nim substancji
niezmydlajgcych sie.

Wnioski

1. Przebadane ryby zawierajg w tkance
miesniowej $rednio 50,72 mg/100 g cholestero-
lu. Cholesterol wolny stanowi 40% cholestero-
lu catkowitego, a cholesterol zwigzany 60%.

2. Najnizsza procentowsg zawarto$é choleste-
rolu w tluszezu zawierajg te ryby, ktore maja
najmniejszg ilos¢ substancji niezmydlajacych
sie.
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TomCposcku T., Croponbuuk JI., Hox T. — FWcenemo-
panng [0 COACDRMAHMN XO0JecTepojia B MbBILICYHOM
TKaHH HEKO0TOPhIX LHPCCHOBOOHBIX PBIO.

Vicenmenosaagn XUMMHYECKUIT COCTAB MbILIEYHON TKa-
pr 11 BumoB pbid a MIOTOM MX 2KUP Ha cOJEPIKAHKE
cerOOOTHOr0, CBAZAHHOIO M IIOJHOIO XOJecTepoJa, a
TAKKe HEOMBIIUTENBHBIX CybcTaHIMM M KHPOBBIX
KJCJOT. Y CTAHOBMIMN, YTO COAEpIXKaHMe IIOJHOTO XOJe-
crepona (CEoOOAMOTO M CBA3AHHOTO) B MBILIEHHON TKa-
Hi NPECHCBCAHLIX DPbI6 cocraBaser or 0,57% (y yrps)
1o 8,37% (y LIyKM); CBOSOAIOTO XOJecTepoJa HAaLIKu
oT 0,25% (B xmpe yrpa) po 3,41% (B zkwmpe ImyRwM), a
cpazadroro or 0,32% (y yrpsa) mo 5,08% (y miykm).

Dabrowski T., Stodolnik L., Noch G. — The investiga-
tionis on cholestersl content in muscular tissue of so-
me fresh water fishes.

Eleven species of fresh water fish were examined.
The basic chemical composition of fish muscular tis-
sue was designated and so was fat with regard to
the content of free, bound ant total cholesterol, non
soaping sustances and fatty acids. The results show
that the total cholesterol content in fresh water fish
oscillates within the limits of 0.57 per cent in eel,
up to 0.25 per cent in pike; free cholesterol oscillates
within the limits of 0.25 per cent in eel fat up to
3.41 per centin pike fat; bound cholesterol constitutes
0.32 per cent in eel and 5.08 per cent in pike.
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Aminokwasy w moczu koni-kilkumiesiecznych dawcéw surowicy
odpornosciowej p-btonicy

Katedra Fizjopatologii Wydzialu Weterynaryjnego WSR w Lublinie
Kierownik: doc. dr A. KADZICLKA

Badania aminokwasdéw w plynach ustrojo-
wych — surowicy krwi, ptynie mozgowo-rdze~
niowym oraz moczu, z uwagi na stale dosko-
nalenie metod, zaczynajg znajdowa¢ w diag-
nostyce lekarskiej coraz wieksze uznanie.

Wedlug wielu autoréw dokladna analiza
aminoacidurii w przebiegu réinych stanéw
chorcbowych jest wartoSciowym testem diag-
nostycznym. Mowig oni, Ze niektérym choro-
bom towarzyszy obfite wydalanie aminokwa-
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sOw z moczem oraz pojawianie sie takich,
ktore prawidlowo w nim nie wystepuja (3, 11,
14, 16, 17).

W 1957 r. Mazurczak przeprowadzil, jako pierwszy
w kraju, badania nad skladem aminokwaséw w mo-
czu koni, uzywajgc metody elektrochromatograficz-
nej wg Boulanger i Biserte z 1956 roku. Niedosko-
nato§¢ metody, nowoczesnej poddwcezas, zmusila
autora do krytycznej oceny swoich wynikéow i po-
traktowania badan, jako prob wstepnych (7).

W pismiennictwie polskim oraz obcym odczuwa sig
niedobdér opracowan specjalistycznych, dotyczacych
badan nad aminoacidurig. Brak jest miedzynarodo-
wej metody wzorcowej, ktoéra wskazywataby na fizjo-
logiczne wystepowanie poszczegblnych aminokwa-
sow we krwi i w moczu. Ten stan zmusza zajmu-
jacych sie sprawa aminoacidemii i aminoacidurii do
opracowywania wtasnych norm ortologicznych, wia-
domo, zaleznych od obranej metody i warunkéw,
w jakich prowadzone sg badania (11).

W zwiazku z kontynuacja w Katedrze badan nad
zachowaniem sie niektérych zwigzkoéw azotowych
w surowicy krwi koni immunizowanych (4), powstala
potrzeba przeprowadzenia amnalizy aminoacidurii
u tych zwierzat.

Badania te postanowiono wykonaé przy pomocy
metody elektrochromatograficznej w modyfikacii
Fischla i Segala (1963), zaadaptowanej przez Opien-
skg-Blauth (1965/66) i uznane] przez nia za najlepsza
w badaniach aminokwaséw w moczu (10, 11).

Materiat i metody

Mocz pobierano na czczo od 14 koni, walachéw,
w wieku 5—7 lat, w tym jednorazowo od 7 koni
kontrolnych (nr 91—96 4 99) oraz dwukrotnie, w
kilkutygodniowym odstepie czasu od 7 hiperimmu-
nizowanych, w 7 miesiacu eksploatacji (nr 30, 31, 39,
40, 45, i 54).

Mocz poddano rutynowej analizie fizyko-chemicz-
nej oraz oznaczono w nim azot alfa-aminowy metodg
ninhydrynowa wg Slavika (15).

Probki moczu, przeznaczone do badania amino-
kwaséw, odbialczano odwodnionym etanolem (na
zimno), odwirowywano, supernatant ekstrahowano
chloroformem (1). Wodng warstwe mnakraplano w ilo-
§ci 30, 45 i 60 mikrolitréw na bibule Whatmana
nr 3. Z kazdego moczu wykonano mnajpierw odpo-
wiednig ilo§¢ rozdzialtéw elektroforetycznych (elek-
troforesraméw) w buforze o pH 2,2 i przy napieciu
700 V/90 minut.

Cze$t z tych elektroforegraméw (e-for.) poddano
jednokierunkowej chromatografii wstepujacej: trzy-
krotnie w ukladzie n-butanol — kwas octowy —
woda (4:1:1), badZz jednorazowo w uktadzie fenol —
woda (7:3). Elektrochromatogramy (e-chr,) oraz dal-
sze e-for. wybarwiano minhydryng, izatyna lub od-
czynnikiem Pauly’ego-Ehrlicha. Plamy identyfiko-
wano przez poréwnanie z aminokwasami wzorco~
wymi (8, 10, 11).

Pozostale e-for. wywolywano ninhydryng, a posz-
czegblne plamy (frakcje elektroforetyczne) eluowano
metanolem i ich eksytynkcje oznaczano na spektro-
fotometrze Coleman-Junior przy dlugosci fali 510
milimikronéw (11).

Wyniki pomiaréw azotu alfa-aminowego i eluatéw
frakeji e-for. opracowano statystycznie, stosujgc me-
tode analizy warianeji hierarchicznej (12).

Wyniki

Rezultaty analizy elektrochromatograficznej
aminokwasé6w w moczu koni kontrolnych
i hiperimmunizowanych przedstawiono na 7
rycinach.

W moczu koni kontrolnych wykrywano do
20 aminokwaséw. Na jednym e-chr. Bn (e-chr.

302

rozwiniety w ukladzie butanolowym i wywo-
tany ninhydryna) identyfikowano do 16 plam
aminokwasowych (ryc. 1) oraz tzw ,,zasado-
wg”, ktéra na e-chr. Fn (e-chr. rozwiniety
w ukladzie fenolowym i wywolany ninhy-
dryng) rozdzielala sie na trzy: histydyne (His),
arginine (Arg) i lizyne (Liz) (ryc. 2). Pod

wzgledem wielkosci plam, jakie dawaly amino-
kwasy na e-chr. Bn, mozna bylo uszeregowaé
je w nastepujacej kolejnosci: tauryna (Tau),
beta-aminoizomastowy (BAIB),

kwas gluta-

.'.'% = S
RN s = g,g@_&esﬂ‘z o wa o
i e e e e
[Me=t6, 600, %', B [P R
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mina (GluNH,), treonina (Tre), kwas glutfl-
‘minowy (Glu), seryna (Ser), glicyna (Gli),
i alanina (Ala). [Wyraznie slabsze plamy,
czesto $ladowe, dawaly kwas asparaginowy
(Asp — ma zalgczonej rycinie tworzy! plame
wyjatkowo duza), asparagina (AspNH,), kwas
gamma-aminomaslowy (gamma-NH;Bu), cy-
styna (Cys-S), tyrozyna (Tyr), leucyny (gr.
Leu), metionina wraz 2z waling (Met+Wal)
oraz prolina (Pro) i hydroksyprolina (Pro-OH).

W moczu koni hiperimmunizowanych wy-
krywano do 22 aminokwasow, z tego na posz-
czegblnych e-chr. Bn. do 19 (ryc. 3). Wyraz-
nemu zwiekszeniu ulegty plamy takich amino-
kwasow jak Ala, Glu, Tre, GluNH,, Ser i Gli
(ryc. 3), zwlaszcza Gli u koni 45 i 54 (ryc.4),
u ktérych jednoczesnie wyraznie zmniej-
szyla sie plama BAIB i zanikly plamy Arg
i Liz (ryc. 5, 6). Pojawily sie ponadto plamy
fenyloalaniny (Fen) i kwasu alfa-aminomasto-
wego (alfa-NH,Bu) (ryc. 3). Znacznie czeScie]
wystepowaty Met, Leu, Tyr i Pro.

Wyniki badan azotu alfa-aminowego i odset-
kowego sktadu frakcji aminokwasowych na
e-for. zamieszczono na ryc. 7.

Statystycznie analizowano w tych sktadni-
kach roznice pomiedzy pobraniami 1 a 2 u koni
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hiperimmunizowanych oraz pomiedzy tymi,
a konmi kontrolnymi. Analiza ta wykazala
istotng (wysoce) réznice tylko w 3-ciej frak-
cji (zasadowej, zawierajacej BAIB, gamma-

NH,Bu, His, Arg i Liz) pomiedzy konmi hiper-
immunizowanymi a kontrolnymi. Przy warto-
Sci granicznej Fyps=4,41 (Fo,n=28,27) wartost
testowa F® wynosila dla azotu alfa-aminowego
1,095, dla 1-szej frakcji (kwasnej) 1,120, dla
2-giej (obojetnej) — 1,263, natomiast dla 3-ciej

. G qr. Lew

(zasadowe]j) az 19,920.

Ryc.

Omdéwienie 1 dyskusja

Przekonano sie, ze na jakos¢ rozdzialu ami-
nokwaséw posiada wplyw, miedzy innymi,
wielkoéé nakraplanej probki. Ten fakt zmuszal
do stosowania trzech nakraplan, tj. w ilosci
30, 45, i 60 mikrolitrow. Dopiero po poréwna-
niu 3 takich e-chr., mozna bylo juz wystarcza-
jaco dobrze zorientowaé sie w skladzie amino-
kwasowym badanego materialu (ryc. 1, 8).

Jezeli, np. ilo§¢ aminokwasow, stale wykry-
wanych w moczu koni kontrolnych, wynosila
w probkach 30 mikrolitrowych 10 (BAIB, Glu,
Tre, Gli, Ser, GIluNH,, Tau, His, Arg i Liz),
to przy nakropleniach 60 mikrolitrowych, po-
wiekszyla sie o 3 dalsze (Ala, Asp i gamma-
NH,Bu). Pojawialy sie ponadto jeszcze AspNH,,
Cys-S, Tyr, gr. Leu, Met+Wal, Pro i Pro-OH.

Znaczna ilo$¢ swierdzonych aminokwasow
w moczu konj kontrolnych, w poréwnaniu
z hiperimmunizowanymi, nie byla zaskakujgca.
Badane zwierzeta byly bowiem wylacznie wa-
lachami, a wiadomo, ze hormony plciowe
meskie zmniejszajg wydalanie aminokwaséw
z moczem (11).

Zmiany iloSciowe i jakoSciowe w skladzie
aminokwasowym moczu koni hiperimmunizo-
wanych, dostrzezono na e-chr. Bn i e-chr. Fn,
znalazly potwierdzenie w analizie azotu alfa-

e .
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aminowego i odsetkowego skladu frakcji ami-
nokwasowych (ryc. 7). O ile érednia ilos¢ azotu
alfa-aminowego u koni kontrolnych wynosita
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Ryc. 7. Srednie wartosci azotu alfa-aminowego i odsetko-

wego skladu frakeji elektroforetycznych aminokwasow w
moczu koni kontrolnych i hiperimmunizowanych
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46,39 mg%, to u hiperimmunizowanych osigg-
neta w 1 pobraniu wartosé¢ 66,85 mg%h, a w 2 —
66,59 mg %. Byla zatem wyzsza o okolo 20,33
mg %, tj. o 43,7%. Ten wyrazny wzrost byl
jednak statystycznie nieistotny z powodu du-
zej rozpietoSci poszczegdlnych oznaczen, za-
chodzgcych przede wszystkim u koni kontrol-
nych. Z tych samych powoddéw byl rowniez
statystycznie nicistotny wzrost 2-giej frakeji
aminokwasowej, wynoszacy okoio 41, 5%. W jej
sklad svchedzity Ala i Gli. Szczegdlnie wyso-
kie warto$ci tej frakeji zaznaczyly sie u koni
nr 45 i 54, u ktérych zaobserwowano na e-chr.
tak duza plame Cli, ze mozna bylo mowi¢
o glicynurii. W 3-ciej frakeji Srednie wartosci
w 1 pobraniu (24,18%) i w 2 (27,87%) byly sta-
tystycznie istotnie nizsze od éredniej koni kon-
trolnych (37,89%). Roznice te byly spowodo-
wane zmniejszeniem sie, lub nawet zanikiem
BAIB, Arg i Liz, zwlaszcza u koni nr 45 i 54
(ryc. 5).

Ryc. 8

U koni hiperimmunizowanych zwrocita
uwage mala roznica pomiedzy wartosciami z 1
i 2 pobrania, zaréwno w odniesieniu do azotu
alfa-aminowego, jak i do frakcji aminokwa-
sowych (ryc. 7). Réznice te byly statystycznie
nieistotne.

Stwierdzone przez nas zmiany w zachowaniu
sie aminokwaséw w moczu hiperimmunizo-
wanych koni upowaznily do uznania tego stanu
za zjawisko uogoélnionej hiperaminoacidurii.
Zaobserwowang hiperaminoacidurie mozna bylo
uwazaé za odbicie hiperaminoacidemii, dostrze-
zonej u tych samych zwierzat i w tym samym
czasie (4).

Podjete przez nas badania nad aminocacidu-
rig, na przykladzie immunizowanych koni,
w krajowym piSmisnnictwie zoomedycznym,
poza autorem cytowanym we wstepie (7), nie
byly dotychczas prowadzone. Wprawdzie Utzig
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zajmowal sie sprawg aminoacidurii, lecz jedy-
nie wystepowaniem Try i His w moczu zwie-
rzgt domowych z punktu widzenia poréwnaw-
czego i w odniesieniu do ginekologii (19, 20).
Najwiecej prac, dotyczacych aminoacidurii,
wykonano u dzieci. Powazna liczba doniesien
dotyczy tez zaburzen przemiany materii u do-
rostych, ze szczegdlnym uwzglednieniem cho-
rob watroby (1, 2, 3, 5, 6, 9, 10, 11, 14, 16,
17, 18).

Skarzynski i 'wsp. (14), w oparciu o metode
chromatografii bibutowej, stwierdzili, ze ana-
liza aminoacidurii moze mie¢ duzg wartosé
kliniczna. Bez wiekszych watpliwosci wyrazili
przekonanie, ze istnieje zwigzek miedzy uszko-
dzeniem migzszu watrobowego, a przemiang
aminokwasow i ich wzmozonym wydalaniem,
jak rowniez pojawianiem sie takich, ktére w
moczu fizjologicznym nie wystepuja. O tej za-
leznosci mowig réwniez inni autorzy (2, 11,
13, 16, 18).

U ludzi, w przypadkach niewydolnosci wa-
troby w moczu pojawia sie w zwiekszonej
ilosci Met. Obecno$¢ jej obserwowana jest
réwniez w obciazeniu diagnostycznym tym
aminokwassm, majgcym wg Karte’'go i Sid-
hof’a (13) byé¢ sprawdzianem uszkodzenia wa-
troby. Siuidhof (13) oraz, miedzy Innymi, Tusz-
kiewicz i Opienska-Blauth (18) uwazajg, ze
cbecno$é w moczu Tyr i Leu wskazuje rowniez
na znaczne uszkodzenie czynnosci watroby.

W naszych obserwacjach stwierdzilismy
wzmozone wydalanie w moczu réwniez Met,
Tyr i Leu. Przekonali$my sie, Ze w moczu koni
produkeyjnych w poréwnaniu z kontrolnymi,
wymienione aminokwasy wystepowaly znacz-
nie czesciej i w wiekszych iloSciach. Z tego
powodu mozna byto mys$le¢ o zwigzkach przy-
czynowych pomiedzy ich zachowaniem sie w
moczu, a stanem czynnos$ciowym watroby, tym
bardziej, ze w poprzedniej pracy (4) stwierdzo-
ne u tych samych zwierzat wzmozone wyste-
powanie omawianych aminokwasow w suro-
wicy krwi.

ZiwrociliSmy uwage takze na proline, ktéra
nie wystepuje w fizjologicznym moczu doroste-
go czlowieka. (5, 11, 16). Natomiast w moczu
dzieci jest zjawiskiem prawidlowym (5). W
przypadkach chorobowych obecno$¢ Pro w mo-
czu moze byé pochodzenia zaréwno nerkowego
jak 1 pozanerkowego.

W moczu koni kontrolnych Pro wystepowala
jedynie w $ladach, wylgcznie przy nakrople-
niach 60 mikrolitrowych i tylko u 2 zwierzat
na 7 badanych. Sporadycznie stwierdzal Pro
w moczu konskim takze Mazurczak (7).
Obecnos¢ Pro w fizjologicznym moczu kon-
skim wigzano z jego gatunkowg specyficzno-
Scig. W moczu koni hiperimmunizowanych
aminokwas ten pojawial sie znacznie cze$cie]
i w wiekszym stezeniu. Podkresla sie, ze ba-
danie rutynowe moczu bylo negatywne i przez
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to wskazywalo na pozanerkowe pochodzenie
Pro.

Tak w moczu koni kontrolnych jaki i pro-
dukcyjnych stwierdzano plamy ninhydryno-do-
datnie, ktére przypuszczalnie byly utworzone
przez peptydowe polgczenia aminokwasow.
Plamy takie stwierdzal w moczu konskim Ma-
zurczak (7), a w ludzkim, miedzy innymi,
Skarzynski i wsp. (14) oraz Wierzchowski
i Janczarski (21).

BraliSmy pod uwage trudnosci, zwigzane ze
sposobem okreslania aminoacidurii (11). Z za-
lecanych wskazZnikow (11, 14, 16) mozna bylo
wybraé tylko te, ktore nie sg oparte na dobo-
wej ilosci moczu. U zwierzat, zwlaszcza du-
zych, uzyskanie dobowej ilosci moczu jest nie-
zwykle trudne, o czym wspomina rdéwniez
Utzig (20).

Reasumujge, wydaje sie, ze wyniki na-
szych obserwacji, dotyczacych zachowania sie
wolnych aminokwasoéw 1 azotu alfa-aminowe-
go w moczu koni, dawcoéw surowicy odporno-
sciowej, wraz z badaniami krwi tych samych
zwierzat, zezwalaja na wyrazenie pogladu, ze
hiperaminoaciduria posiadala zwigzek przyczy-
nowy z hiperaminoacidemis i nie majgc bezpo-
$redniego powigzania z uszkodzeniem nerek,
mogla by¢ wyrazem zaburzonej czynnosci wa-
troby.
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Kocraxxk T., KoHaznoika A, — AMHHOKMCJIOTBI B MO-
ye Jiomafeili — TPOAYLEHTOB aHTUZUMTEPUIECKOit
CHLIBOPOTKM.

HcemenoBany y Joluaneit — MEPMHOB, KOTOPbIe YiKe

HECKOJILKO MECALIEB NMAaBaJjiii KPOBb Ha CBIBOPOTKY CBO-
foaHble AMMHOKMCJIOTHI TIPK IIOMOIIM OyMaskKHO# Xpo-
marorpaduy U anbhaaMyHHBIM 3a30TOM HHIHTHIPHUHO-
BBEIM METOAOM. ¥ CepONPOAYLEHTOR B CPaBHEHUNM K
KOHTPOJBHLIM JIOIUIAASM YCTAHOBMJIU TUMepaMMHOA-
unaypuio. OHa OblIa 3TUOJOTMYECKM CBA3AHA ¢ YyCTa-
HOBJIEHHOM pamMpllle ¥y 9TUX Ke JIoUIafgeil IuUiepamm-
HoauMasMMel, HO He Opia HENOCPeACTEEHHO CBA3a-
Ha C TIOBPEXAEHUEM II0YeK.

TlanaraloT, HTO MIPUYMHOA HABJIACTCA HapYLIEHME
PYHEIMNY [TCYEHN.
Kostarz T., Kgdziotka A. -— Amino acids in urine of

horse — a few months old denors of anti — diphteric
serum.

In the gelding urine free amino acids and alfa
N=nitrogen were investigated by paper chromato-
graphy and ninhydrine method, In comparison with
control horses, hyperaminoaciduria was found in
hyperimmunized horses. Hyperaminoaciduria had the
causative connection with hyperaminoacidemia (ob-
served in the same animals during the previous in-
vestigations) and had no direct connection with
kidney defects, which was considered as the expres-
sion of disturbed liver activity.
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Lakazanie nasienia podczas unasieniania krow na skutek
uzycia niejafowego balonika gumowego
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Niekorzystny wplyw bakterii na zywotnosé
plemnikéw znany jest od dawna. Wykazali to
w swoich badaniach miedzy innymi Edmond-
son i wsp. (4), Jaskowski (9), Jaskowski i Ro-
maniuk (10) oraz Mathews 1 wsp. (12). Inni
autorzy wykazali, ze bakterie obecne w nasie-
niu obnizajg jego zdolno$¢ zapladniajgcg (2, 5,

Katedra Mikrobiologii Wydzialu Weterynarii WSR
w Lublinie

Kierownik: prof dr T. JASTRZEBSKI

6, 9, 11, 14, 15). Wielu badaczy wykazato row-
niez, ze drobnoustroje zawarte w nasieniu
moga powodowaé infekcyjne zapalenia drég
rednych samicy (1, 3, 7, 8, 13, 16, 17). Na
szczegblng uwage zastugujs badania, ktore
przeprowadzili Brock i Rowson (1) oraz Hatch
i wsp. (7). Autorzy ci wykazali, ze narzad rod-
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