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Radicimmunologiczna metoda oznaczania po-
ziomu insuliny we krwi opisana przez Yalow’a
i Berson’a (9) byta w ostatnich latach zastoso-
wana przez szereg autoréw do iloSciowego
okre$lania niektérych hormonéw tropowych
w materiatach biologicznych. Hunter i Green-
wood (3, 4) zaadaptowali te metode do okresle-
nia poziomu hormonu wzrostowego; Odell
i wsp. (6) uzywali jej do rutynowego oznaczania
poziomu hormonu pecherzykowego (FSH),
luteinizujgcego (LH) i tyreotropowego (TSH),
zas Kwa i Verhofstad (b) oraz Arai i Lee
(1) do oznaczania hormonu laktogennego
(LTH). Wszyscy wymienieni autorzy uzywali

do znakowania hormonéw J-131 wzglednie
J-125 (5).
Jod 131 ma krotki pélokres fizyczny (8,05

dni) co obok takich cech jak tatwo$é subli-
mowania oraz posiadanie stosunkowo wyso-
kiej energii promieniowania beta (0,610 MeV)
czyni go klopotliwym 1 niebezpiecznym w
uzyciu. J-125 ma wprawdzie diugi fizyczav
polokres (60 dni), ale posiada zbyt niska
energie promieniowania (35 KeV) i jest trudny
do mabycia co w duzym stopniu obniza jego
przydatnosé. Oprocz tego podobnie jak J-131
posiada wybitne powinowactwo do tarczycy
co moze powodowaé nieprawidlowosci w meta-
bolizmie wprowadzanych do organizmu sub-
stratéw i prowadzi¢ do mylnych ocen. Celem
niniejszej pracy jest zastgpienie aktywnego
jodu innym pierwiastkiem promieniotwoérczym
wiecej przydatnym do pracy nad oznaczaniem
poziomu hormonéw. Po wstepnych badaniach
wybrano do tego celu chrom-51 z uwagi na do-
godng energie promieniowania i pétokres, a co
najwazniejsze na latwosé wigzania sie z bial-
kiem i nie poddawania sie metabolizmowi w
ustroju. Badania prowadzono w kierunku wy-
jasnienia:

a) czy hormony tropowe dajg sie znakowaé
radiochromem;

b) czy chrom wigze sie latwo z hormonami,

¢) w ijakich warunkach poszczegolne hor-
mony daly sie znakowaé.

Materiatl

1. Hormony: ACTH, FSH, LN, STH i TSH (owcze!
otrzvmano z Endocrinologv Study Section National
Institutes of Health, Bethesda, USA. Laktogenny
hormon wuzyskano droga ekstrakeji z przysadek
owczych, postugujac sie metoda Cole i Li (2). Ekstrakt
oczyszczano na kolumnie z DEAE celluloza, wg
metody Reisfeld’a i wsp. (7). Aktywnos§é bio-
logiczng (27 j) okreSlono na wolu golebim wg
metody Riddle’a i Bates’a (8).
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2. Chrom (Cr-51) w postaci wodnego roztworu soli
chloru o aktywnosci okolo 59 mC/mg otrzymano z
Instytutu Badain Jadrowych w Swierku. Czystosé
radiochemiczna i chemiczna wg danych firmowych
byla wyzsza od 99%. Radiochrom, ktérego pdlokres
fizyczny wynosi 27,75 dni emituje wylgcznie pro-
mienie gamma.

3. Albumine surowicy krwi bydlecej otrzymano =z
firmy <Calbiochem, USA.

4. Bufory:

a) kwasny — weronal sodu 0,07 M + 1N HCI (pH
3,5)

b) "zasadowy — weronal sodu 0,07 M + 0,2N HCl
(pH 8,2)

5. Sefadeks G-50 otrzymano z firmy Pharmacia
Uppsala, Szwecja.

Metody

1. Aparatura liczagca. Do pomiaréw aktywnosci
uzywano licznika scyntylacyinego typu SE-2 z krysz-
talem studzienkowym NaJ/T1 sprzezonego z prze-
licznikiem elektronowym {ypu PEL-5. Do kolory-
metrii uzyto spektrokolorymetru typu ,,Spekol” firmy
VEB Carl Zeiss, Jena.

2. Metoda znakowania hormonéw. Uzywano Cr3!Cl,
przygotowany w formie roztworu na wodzie api-
rogennej. Znakowanie przeprowadzono w §rodo-
wisku kwasnym i zasadowym. Hormony rozpuszcza-
no w buforach o pH 3,5 i pH 8,2 w ilo§ciach 1mg/ml.
Z tych roztwordéw pobierano przv pomocy potauto-
matycznych pipet (H. J. Elliott LTD., Emil Works,
Treforest, Glam, Wielka Brytania) objeto§eci 0,05 ml
1 0,025 ml co stanowilo rownowarto§é 50ug wzgle-
dnie 2 ng hormonu. Ilo$ci te umieszczano w zagle-
bieniach porcelanowej plyty, do ktérych dodawano
Cr31Cl;, o aktywno$ci rzedu 50 i 100 wC. Hormony
i radiochrom mieszano przez 30 sek. po czym inku-
bowano w 37°C w ciagu 2 dni az do zupelnego
wyschniecia. Dos§wiadczalnie przekonano sie, ze wysu-
szenie preparatu obok czasu inkubacji i pH $rodo-
wiska jest czynnikiem potegujacym proces wzajem-
nego lgczenia sie hormonéw z radiochromem. Otrzy-
many suchy osad rozpuszczano w buforze weronalo-
wym o pH 82 i nanoszono na kolumne chromatogra-
ficzna w celu oczyszezenia znakowanych hormondow
z jonowego chromu.

3. Oczyszczanie znakowanych hormonéw. Zasto-
sowano chromatografie kolumnowa z uzZvciem sefa-
deksu G-50 Jeden gram sefadeksu G-50 moczono
w wodzie przez 3 godz., przemywano kilkakrotnie
buforem weronalowym i umieszezono w kolumnie
chromatograficznej (Quickfit CR 12/30). Wrvsokoéé
stupa sefadeksu wynosila okolo 13 em. W celu
zmniejszenia absorpeji hormonéw na Zelu przemyto
wypetniona kolumne 20 ml roztworu albuminy
surowicy krwi bydlecei (1 mg/ml*). Nastepnie znako-
warv hormon nanoszono na kolimne i chromato-
grafie rozwiiano buforem weronalowym o pH 8,2.
Objete§é nosrzezegdlnych frakeji przv szvbkosei prze-
ptywu 1 ml/5 min. wynosila 1 ml (Chromatografia 1).

*) Straty powstale w wyniku zaabsorbowania hormonéw
przez sefadeks wynosily okolo 30% naniesionegdo hormonm
na kolumne. Przekonano sie o tym w wyniku kilkakrotnego
sgczenia hormonéw znakowanych o znanej aktywnoSci.
Otrzymane wyniki pokrywaja sie z wynikami cytowanymi
przez Greenwood’a i Hunter’a (3). Poprawke te uwzglednio-
no w rubr. II, tab. 1.
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4. Wykrywanie hormonow znakowanych we frak-
cjach. Przeprowadzono przez pomiar aktywnosei
frakcji z zastosowaniem odczynu Folina jako testu
kontrolnego. Do czeéci aktywnej frakeji z chro-
matografii I dodano 1,5 mg hormonu i saczono
przez uprzednio uzyty kolumne. (Chromatografia ID.
Otrzymane frakcje z chromatografii II badano lacz-
nie na aktywno$¢ i na obecno$é bialka z zastosowa-
niem reakcji Folina. Trwalost wigzania hormondéw
I radiochromu badano przy uzyciu elektroforezy.
Na paski z octanu celulozy (Oxoid) zanurzone w
buforze weronalowym o pH 82 nanoszono: hormon
znakowany o aktywnosci okolo 10 000 imp./min.,
oraz dla kontroli hormon nieznakowany i radiochrom

W postaci jonowej. Rozdzial przeprowadzano przez
3 godz. przy 300 V napiecia,
Wyniki

Badania wstepne dotyczace techniki znako-
wania radiochromem wykonano przy uzyciu
hormonu FSH. Jak wynika z wykresu 1 ilus-
trujgcego dane otrzymane z chromatografii
kolumnowej szezyt aktywnosei frakeji i szezyt
nasilenia barwy po reakeji Folina pokrywaja
sie co stanowi dowdd, ze w obydwu badanych
frakcjach obecne bylo biatko .w tym przy-
padku hormon. Jest to jednoznaczne ze stwier-
dzeniem, Ze badane hormony zostaly napietno-
wane radiochromem. W wyniku przeprowa-
dzonej elektroforezy (wykres 2) stwierdzono,
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Wykres 1. Wyniki chromatogratfii kolumnowe].
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Wykres 2. Wyniki elektroforezy.

ze hormony znakowane podobnie jak niezna-
kowane zdazajg do anody z jednakowa szyb-
koscig. Strefa aktywnoséci znakowanego hor-
monu uwidoczniona na wykresie pokrywa sie
z potozeniem hormonu na dolgczonym zdjeciu

fotograficznym. Zaznaczyé nalezy, ze nie
stwierdzono aktywnosci w miejscu naniesienia
materialu ma pasek tzn., ze radiochrom wywe-
drowal igeznie z hormonem podczas gdy radio-
chrom w postaci jonowej nalozony na pasku
kontrolnym elektrofrezie nie pdlegal i pozo-
stal na miejscu naniesienia. Powyzsze $wiad-
czy zaréwno o zwigzaniu sie radiochromu z
hormonem jak i trwalosci zwigzku.

Z tab. 1 wynika, ze hormony biatkowo-cuk-
rowe FSH, LH i TSH w $rodowisku kwaénym
zwigzaly odpowiednio 30, 40 i 35 procent
procent uzytego Cr’Cl: zas w $rodowisku
zasadowym 60, 62 i 64 procent. Natomiast
hormony biatkowe — ACTH, LTH i STH w
$rodowisku kwasnym zwigzaly 30, 25 i 30
procent a w srodowisku zasadowym tylko 5,
4 i1 5 procent radiochromu.

Tabelx 1. Wyniki pietnowania hormonow radiochromem

ccr-51)
Symbol | Jlesc |Ak ;g””““ PH | Feamigza
hormanu | hormenu (L7 JTEL3 | srodowiska  Cr57Cls
J6 50 35 Jo
FSH | 38 | 10 8.2 60
LH 36 50 35 40
18 700 82 62
J6 S50 25 25
TSH
78 700 82 69
78 100 J5 JO
LTH
78 100 82 5
78 700 35 25
STH ;
18 00 82 4
18 700 5 30
ACTH | g wo | gz 5

Omowienie

Zamierzony cel pracy zostal osiggniety, gdyz
opracowano metode skutecznego i trwatego
znakowania uzytych w tym doswiadczeniu
hormonéw. Przez analogie mozna sadzi¢, ze
metoda bedzie mogla byé¢ zastosowana réwniez
do pozostalych nie przebadanych hormonow
tropowych. Metoda ta jest prosta, latwa w
uzyciu i odznacza sie stosunkowo wysoka
efektywno$cig znakowania, co kwalifikuje sie
do oznaczania hormonéw w materiale biolo-
gicznym. Stwierdzone réznice w dynamice
wigzania radiochromu z badanymi hormonami
w roznych Srodowiskach nalezy przypuszezal-
nie odnies¢ do réznic w budowie i chemicznym
skladzie tych hormonoéw.

Wnioski

1. Opracowano metode znakowania hormo-
néw tropowych chromem Cr-51. Do badan
uzyto hormony: ACTH, FSH, LH, LTH, STH
i TSH.

2. Hormony biatkowe lepiej znakujg sie w
srodowisku kwasnym (okoto 30%), hormony
bialkowo-cukrowe w $rodowisku zasadowym
(okolo 62%).

3. Opisana metoda nadaje sie do pracy z
zastosowaniem znakowanych hormonéw.

189



Nr 3

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXV

Pismiennictwo

1. Arai Y., Lee T. H.: Endocrinology 81, 1041, 1967.

2. Ccle R. D.,, Li C. H.: J. Biol. Chem, 213, 197, 1955.

d. Greenwood F. C.,, Hunter W. M., Glover J. S.: Biochem.
J. 89, 114, 1963.

4, Hunter W. M., Greenwood F. C.. Biochem. J. 91, 43,

1964.
5. Kwa H. G., Verhofstad F.: Biochim. Biophys. Acta 133,
186, 1967,

6. Odell W. D., Rayford P, L., Ross G. T.: J. Lab. and
Clin. Med. 70, 973, 1867.

7. Reisfeld R. A., Williams D. E., Cirillo V. J., Tong G. L.,
Brink N. G.: J. Biol. Chem. 239, 1777, 1964.

8. Riddle O., Bates R. W., Dykshorn S. W.: Am. J. Physiol.
105, 191, 1933.

9. Yalow R. S., Berson S. A.: J. Clin. Invest., 39, 1157, 1960.

Adres autora: Andrzej Lachowski, Lublin, ul. Pana Ta-
deusza 2/63.
Jaxoscku A. — KieiiMéHue ropMOHOE IIp¥ XOMOILH

paauoxpoma Cr-51.
Knelimenne m36paHHBIX TPOMOBBIX TOPMOHOB IIPOBE-
amn B Kucjont (pH = 3,5) u B ankanamueckon (pH = 8,2)

cpeme, B 37°C, B Teuenme 48 wyacos. IToayymau cra-
OmibHOe coemuHenue pagmuonzorona Cr-51 ¢ ropMmoHa-
My, npudeMm 6OenkoBble ropmounl ACTH, LTH u STI1
ny4qime ceasbiBaamu Cr-51 B Kucjoir cpege (30, 40 u 35%),
a Oenkoro-nosucaxapupuble FSH, LH y TSH B ank-
Ramdeckon (60, 62 u 64% Cr-51).

Lachowski A. — The labelling of hormones with
Chromium Cr-51,

The purpose of the work was the application of the
Chromium Cr-51 in labelling some chosen hormones.
The labelling was performed at 37°C during 48 hours
in acid (pH 3.5) and basic (pH 8.2) environments. It
was obtained the solid linkage of Cr-51 with the hor-
mones. The proteinic hormones- ACTH, LTH and
STH bound Cr-51 more effectively in acid environ-
ment (30, 40 and 35 per cent of Cr-51 respezctively)
and glycoproteinic hormones — FSH, LH and TSH
in basic environment (60, 62 and 64 per cent of Cr-51
respectively).

RECENZJE | BIBLIOGRAFIA

STEFANSKI W.: Parazytologia weterynaryjna, t. I:
Protozoologia i helmintologia, t. II: Arachno-Entomo-
logia. PWRIL, Warszawa, 1568.

Piszac przed trzema laty recenzje z I wydania I
tomu Parazytologii Weterynaryjnej (Wiad. Parazytol,
11, 97—98, 1965 (1—2) wyrazilem nadzieje, Ze wkrotce
autor obdarzy nas calo$cig tego, tak bardzo potrzeb-
nego podrecznika. I oto mam przed sobg nie tylko
II tom obejmujgcy zwiezly, ale wyczerpujacy prze-
glad stawonogow pasozytniczych, ale réwniez i dru-
gie wydanie tomu pierwszego, znacznie To0zSzZerzone.
Omawiajgc przeto calo§é dziela wypada na wstepie
stwierdzié¢, ze dzieki pracy wielce zastuzonego dla pol-
skiej parazytologii Autora, mamy obecnie calosé¢ pod-
stawowe]j problematyki parazytologicznej ujeta i zwiez-
le omdéwiong w oryginalnym polskim podreezniku, prze-
znaczonym w pilerwszym rzedzie dla studentow wy-
dzialéw weterynaryjnych. Oceniajac z tego tez pun-
ktu widzenia ,Parazytologie” Stefanskiego wypada
z peilng satysfakcjg stwierdzi¢, iz wieloletnie, bogate
doswiadczenia pedagogiczne Autora znalazio swe
peine odbicie zardéwno w ukiadzie jak i materiale
zawartym w omawianej ksigzce. Mozna bez obawy o
przesade powiedzieé, ze na tre$¢ podrecznika ziozyto
sie przede wszystkim to co istotnie stuchaczom we-
terynarii jest dzisiaj niezbedne do studiéw. Szczegdl-
nie cenne jest przy tym, ze podrecznik stanowi aktu-
alny arsenal wiedzy parazytologicznej, wolny od ba-
lastu starych nieprzydatnych juz dzisiaj wiadomosci.
Odnosi sie to zaréwno do II jak i do I tomu podrecz-
nika, jak to juz wspomnialem powyzej w znacznym
stopniu uzupelnionego i unowocze$nionego. Owe uzu-
peinienia dotycza w pierwszym rzedzie tych pasozy-
tow, ktére z praktyczno-weterynaryjnego punktu wi-
dzenia sg szczegdlnie wazne.

Po dzielo to siegaé beds czesto takze lekarze prak-
tycy i to zaréwno weterynarii jak i medycyny, a da-
lej szeroka rzesza biologéw s.l. — a zatem ci wszys-
cy dla ktérych parazytologia jako dyscyplina nauk
biologicznych i medycznych jest z wielu wzgledow
bliska.

,Parazytologia” to podrecznik zawierajacy z Kko-
nieczno$ci duzo materiatéw opisowych, morfologicz-
nych. Dla czytelnika tego rodzaju ksiazki niezwykle
wazne Jest odpowiednie zilustrowanie poruszanych
w niej zagadnien. I pod tym wzgledem autor doto-
2yt wszelkich staran aby ulatwié czytelnikowi percep-
cje trudnego czesto materialu. Strona ilustracyjna
jest tutaj doprawdy bez zarzutu. Wybér rysunkéw i
ich piekne wykonanie podnosi wartosci dydaktyczne
recenzowanego dziela.

Z prawdziwg przyjemnos$cig wypada tez podkre$lié
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walory edytorskie ,Parazytologii Weterynaryjnej”.
Ksigzka, jak wiele innych ostatnio wydanych przez
PWRIL publikacji, wyszla w pieknej nowoczesnej sza-
cie graficznej, na dobrym papierze, starannie opra-
cowana tekstowo, z przejrzystymi wyroznieniami itd.
Nieliczne btedy literowe, braki w odno$nikach i in-
deksach w niczym nie zmieniajg jej wartosci. Zresztg
wszyscy, ktérzy zetkneli sie choé¢ trochg z pracg wy-
dawniczg, dobrze wiedzg, Ze zlodliwe z reguly choch-
liki drukarskie drzemig we wszystkich redakcjach
i ptatajg tam ,niemozebne” figle. Przy tej jednak w
pelni pozytywnej ocenie pracy zastuzonego na naszym
rynku wydawniczym PWRiL-u mam don uzasadnio-
ny chyba zal, ze nie potrafil si¢ on uporaé¢ z repro-
dukcjami fotograficznymi. Szkoda wielka, ze zdjecie
Autora, zamieszczone na drugiej nienumerowanej
stronie I tomu ,,Parazytologii”’, nie najlepiej swiadezy
o mozliwosciach technicznych Wydawnictwa. A prze-
ciez fotogramy zamieszczone na koncu wspomnianego
tomu wyglgdaja obecnie o wiele lepiej niz w I wy-
daniu.

Miejmy nadzieje, ze nastepne wydania i pod tym
wzgledem bedg bez zarzutu, bo przeciez sta¢ na to
naszego Edytora.

Po przeczytaniu calto$ci podrecznika prof. Stefan-
skiego recenzujgcy odczut jednakze i wyrazny nie-
dosyt. Brak bowiem w tym dziele, konkretnie w II
jego tomie, kilku lub moze dwodch, objetoSciowo nie-
wielkich nawet rozdzialéw omawiajacych ogodlno-
-parazytologiczng i sanitarng problematyke stawono-
gow,

OczywiScie, ze wiadomo$¢ na ten temat znalezé
mozna w tre$ci ksigzki — sg one jednak rozrzucone
i zwlaszcza dla studenta trudne do wylowienia z og-
romnej masy materialow informacyjnych. Ze wzgle-
doéw zatem dydaktycznych zebranie ich, podsumowa-
nie w oddzielnych kohcowych rozdzialach byloby bar-
dzo wskazane.

Jedli juz mowa o tych sprawach, to plyna same
spod pi6ra slowa pytania: czy Autor nie zechcialby
pomys$le¢ o wznowieniu rozszerzonego nieco wydania
swego ,Zarysu parazytologii ogoélnej”? My wszyscy
wdzieczni Mu czytelnicy bylibySmy wtedy w pelni
usatysfakecjonowani.

Przed trzema laty piszac recenzje z I tomu ,Pa-
razytologii Weterynaryjnej” pozwolitem sobie zwrod-
ci¢ sie do Autora z apelem o obdarzenie nas w moz-
liwie krdotkim czasie II tomem tego dzieta. Apel ten
zostal przyjety i zrealizowany nadspodziewanie szyb-
ko. Moze i tym razem prof. Stefanski podejmie jeszcze
trud opracowania wspomnianego ,,Zarysu”, trud god-
ny tworcy polskiej szkoly parazytologii weterynaryj-



