
BECKER V.: Geburtsh. u Fraucnhk. (1963). 60 23: 5. BOTELLA-LUSIA: Geburtsh. 
u Frnuenhk. (1963), 52. 23; 6. COJA N .. NEGRUŢ J. şi colab.: Ginecologia şi Obste­
trica· 7. DANCIS J.: Ars Medici (1063). 28. 52; 8. EICHENWALD H.: (New York): 
cit. Ărs Medici (1963). 28. 52: 9. FAUVET: Geburtsh. u. Fr:J.Uenhk. i1963). 197. 23; 10 
FISCHER H : Geburtsh. u. Frauenhk. (1963). 61. 23; 11 FOGIN W.: Geburtsh. u 
Frauenhk. (1961). 1015. 21; 12. FOLLING: Geburtsh. u. Fraucnhk. (1963). 197. 23; 
13. GORDONOFF T: Ars Mcdb (1963). 101. 52; 14. GRUHN: Geburtsh. u. Frauenhk. 
(1958), 293. 18: 15. HOTTINGER A.: Schweiz. Med. Wschr. (1963). 5; 16. HORMANN 
G.: Akademische TagW1g. deutsch.sprechender Professoren u. Privat docenten. 
Athen. Geburtsh. u. Frauenhk. (1966). 575. 26; 17. HUBER A.: Geburtsh. u. 
Frauenhk. (1964), 624. 24; 18. HUGGET A.: Geburtsh. u. Frauenhk. (1963). 71. 2:1; 
19. JURCZOK: Geburtsh. u. Frauenhk. 0963). 197. 23; 20. KRAUBIG H.: Geburtsh 
u. Frauenhk. (1965), 190. 24; 21. KRAHE M.: Geburtsh. u. Frauenhk. (1965). 92. 25: 
22 LEINZINGER E.: Geburtsh. u. Frauenhk. (1958), 359. 18; 23. MARTIUS H. · 
Lehrbuch der Geburtsh. Georg. Thieme. Stuttgart. 1959; 24. v. MASSENBACH: 
Geburt.sh. u. Frauenhk. (1963). 197, 23; 25. MESTWERDT: Geburtsh. u. Frauenhk. 
(1963). 197. 23; 26. MISHEL: Geburtsh. u. Frauenhk. (1963). 196. 23; 27. NEGRUT 
J: Toxoplazmoza. Teza de doctorat. Cluj. 1966; 28. NEUWEILER W.: Geburtsh. u 
Frauenhk. (1958). 363. 18: 29 Red. Ars Medici: (1963), 188. 52; 30. RETT: Wien. 
Med. Wschr. (1965). 115. 21; 31. SADASK J. F .. PALMISANO: Amer. Med. As•. 
(1965). 194. 987; 32. SCHERMUND H. J .. KITTEL E.: Geburtsh. u. Frauenhk. (1961). 
98. 21: 33. SCHULTZ W.: Gcburtsh. u. Frauenhk. (1958). 315. 18; 34 . SCHULTZ W .. 
MISCHEL W.: Geburtsh. u. Frauenhk. (1963). 74. 23; 35. SILVERMANN W. A.: 
<'it. Ars Medici (1963). 29. 52; 36. UTER F .. LUTZMANN L.: Geburtsh. u Frauenhk 
(1960), 1289, 20; 37. WIDOK K .. WIDOK H : Gebunsh u. Frauenhk. (1965). 89~. 

25; 38. WILSON G.: cit. Ars Medici (1963). 33. 52; 39. ZANDER J: Geburtsh. t• 

Frauenhk. (1963), 67. 23. 

Disciplina de fiziopatologie (cond.: şef de lucrări Magda Mozcs. 
doctor in medicină) a I.M.F. Tg.-Mureş 

CROMATOGRAFIA PROTEINELOR • 
1. 

Cromatografia proteinelor pe schimbători de ioni anorganici 

A. Cojocaru 

Studiul proteinelor plasmatice. cu deosebire a fracţiunilor interesate in reacţ1.1 

de adaptare l'l stimuli nespecifici şi antigenici a făcut in ultimul deceniu progrese 
remarcabile. Orizontul cunoştinţelor noastre a.~upra rolului biologic al proteinelo•· 
inclusiv asupra funcţiei imunitare a globulinelor serice s-a lărgit <"onsiderabil. d~­
torită introducerii in tehnica de cercetare pe lîngă imunclectroforeză şi ultracentri­
fugare. a cromatografiei proteinelor pe schimbători de ioni şi gcluri filtrante. 

Extensiunea pe care a luat-o in ultimii ani procedeul modern de cromaw­
grafie a proteinelor pe coloană cu ioniţi celulozil'i şi geluri, impune o estimare a 
utilităţii sale practice şi valorii metodologice. expunerea succintă a rezultatelor 
obţinute in studiul macromoleculelor proteice cu această tehnică. a posibilităţilc.r 

şi limitelor ei, a perspectivelor pe care le deschide izolării in stare pură a consti­
tuenţilor biologic activi ai plasmei sanguine. 

Abordarea acestui subit>et este determinată şi de faptul că deşi la noi in ţară 
tehnica de cromatografiere a proteinelor pe coloană cu schimbători de ioni şi ge-
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Juri flltrante es•e cu succ?.~ utiliz3tă in in~titutele ştii:Jţifice cu tradiţii. numeroşi 

s:lVarţi de valoare internaţională şi cercetători de inalt prestigiu acordindu-i un 
ct·edit bine m2ritat, t8tuşi in numeroase centre ml'dicale ea nu se utilize.:tză cure:-tt 
sau ~te totnl ~e~unos··ută. 

Par 'cular:t>tea di~tirc'lvă a prcceselor de schimb ionic. constă elin . .inlocui­
rta ionilor din structurn mJ!eculară a ionitului. cu ionii de acelaşi semn dm s~ 
luţia electrolih.:Iu;" (T. Ionescu, 1965). 

După natura ionilor de schimb, se disting schimbători de anioni - anioniţi -
(Dowex-1, D:>wex-2, etc.) şi !<Chimbători de C3lioni - cationiţi - (Dowex-50. Am­
berlite IRC-~0. €t~). Ani<mitii pot fi puternic bazici (-N+R3) sau slab bazicl 
(-N+HR2), cat!oniţii la rindul lor sînt puternic acizi (-80-3) sau slab acizi 
(--COO-). 

Schimbul ionic este reversibil şi decurge pentru anioniţii baze după ecuaţia: 

ROH + NaCl ~ RCl + NaOH. iar pentru cationiţii acizi conform ecuaţiei: 

HR + NaCl ~ NaR + HCI. 

După tratarea prealabilă cu tamponul de echilibrare a sch.imbătorului de ioni, 
el este introdus in coloana crornatografică ale cărei dimensiuni variază după tipul 
schimbătorului şi al procedeului de cromatografiere utilizat. Soluţia proteică dJali­
zată faţă <le t.:J.mponul de echilibrare, se introduce in coloana ionică şi după fixarea 
proteir.elor pe adsorbant se eluează discontinuu sau cu gradient. percolînd prin 
coloana cromatografică soluţii t<:mpon de anumit pH şi forţă ionică. Lichidul 
efluent este col€ctat in fr<!cţiuni distincte, prin utilizarea unui colector automat 
de fracţiuni cu comandă electronică. iar conceatraţia proteinelor, după desorbţie 

e~te determinată SJA.<>ctrofotometric in ultraviolet ~au prin colorare şi fotometrare 
după Lowry şi colab. 

lnregistrind pe un sistem de coordonate carteziene, pe abscisă volumele de 
f'fluent. iar pe ordonată valorile de extincţie sau direct concenb:aţia proteinelor 
dLpă o curbă de etalonare stabilită in prealabil. se obţine o diagramă, cromato­
qrama ale cărei deflexiuni corespund fracţiunilor individualizate. După liofilizare, 
materialul proteic conţinut in fracţiunile cromatogra!ice izolate este utilizat pentru 
precizarea proprietăţilor fizico-chimice şi biologice ale proteinelor studiate. 

Proc~sele de schimb ionic fiind reversibile. coloana cromatografică este folo­
sită din nou după regenerare, posibilitatea de utilizare a coloanei fiind limitată 
de degradarea schimbătorului care survine inevitabil după cicluri repetate. Rege­
nerarea cationiţilor se realizează cu acizi minerali (HCl. H 2S04), a schimbătorilor 

de anioni cu soluţii alc<!line (NaOH) 

Deosebindu-se de cromatografia de adsorbţ!E' moleculară CTt>et), intrucit pe 
coloană se reţin ionii. nu moleculele substanţelor din soluţia respectivă, cromat~ 

grafia prin schimb ionic poate fi efectuată cu metode de analiză frontală. de ana­
liză cromatografică prin deplasare sau prin eluţie. 

Fracţionarea cromatografică e dependentă de structura ionitului, de gradul de 
reticulare a schimbătorilor de natură rezinică, de afinitatea chimică dintre ionii 
soluţiei crorrutografiate şi ionii retelei răşinii. respectiv de felul ionilor de schimb 
şi natura grupelor polare, de capacitatea de difuziune a substanţelor în interiorul 
particulelor de adsorbant, de gradul de cliluţie a soluţiilor de electroliţi, de regimul 
termic şi de legea acţiunii maselor etc. 

Schimbul ionic are loc la nivelul peliculei subţiri de lichid de la interfaţa 

'olid - lichid prin mecanisme momentan insuficient elucidate. mai multe modali­
tăţi fiind presupuse: teoria dublului strat electric, a echilibrului de membrană 
Donnan, legea acţiunii maselor sau teoria reţelei cristaline. Cert este c!i aplicare:~ 

unilaterală a oricăreia din aceste teorii la schimbul ionic se dovedeşte insuficientă. 
in stadiul actual al cunoştinţelor noastre, studii sistematice fiind in· continuare 
necesare. 

Il 
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In cursul cromatografierh pe colouna cu schimbători de ioni, hidratarea gru­
părJor hidrofile (-COOH. -S03H. -NH2) ale reţele! rezinice dE.-tennină un pro­
<'eS de turgco;cenţă a răşinii ionice. po:.enţialul de schimb al unui ion fiind la rin­
dul său cu atit mai ridicat cu cit hidratarea ace>Luia este mai exprimată. S•lec­
tivitatca răşinilor ionice pentru ionii cu potel).ţialc de schimb diferite. proprietate 
dependeniă de gradul de reticulare a răşinii, permite separarea acestora din soluţia 
de elecu·oliţi şi re:uperarea lor cantitativă. Ncelectroliţii deşi difu7ează in interi >­
rul particulelor de adsorbant, nu p~rticipă la schimbul ionic şi ca at.a.re nu sint 
re. ţinuţi de n ţeaua rnacromoleculară rezinică. 

Pînă la introducuca recentă tn tehnică a ~itelor moleculare organice s-au uti­
lizat în cromat:>grafia proteine!or. ioniţii anorganici pe bază de alum:>-silicaţi, ră­

şinile sintetice schimbătoare de ioni şi pe SC'ruă largă in ultimul deceniu schimbă­
tm li de iolli deriva ţi <>i celulozei. 

Dintre ~chimbl.tcrii de ioni de origine minen:lă făcînd parte din categoria 
al~:m J-silicaţilor naturali (micele hidratate. montmorillonitul, zeoliţii). l\Tckila şi 
O:Cer-BI:Jm utiEze3ză pentru cromatografierea !ipoproleinelor montmOTillo;:i:ul. Ca­
racter.zat Cl toate mineralele micacee printr-o structură cristalină straLif•·~at.'l, con­
stind din straturi de oxid de siliciu şi oxid de aluminiu, legate prin cationi de S'>­

diu, po~asiu, calciu şi magneziu, montmorillonilul la pH 8 manifestă o adsorbţie 

selectivă pentru proteinele cu bog2t conţinut !ipidic. 
Cu r€Zultate mai bune s-au folosit permutiţil. alumo-silicaţi, cu proprietăţi 

de schimb eatwnic, introduşi in tehnică încă din 1906. Katzman reuşeşte sa puri­
fice gonadotropina corior:ică de 150 de m;. pc coloane de pennutit (Decalso) echi­
librat la pH 3.5 utilizind ca eluent acetatul de amoniu 10% in etanol 33%. 

Adsorbanţi anorgar.ici folosiţi curent sint gelui de silice, oxidul şi hidro:ridul 
de alumi.~tu. 

Silicagelul se comportă ca un cationit slab acid in prezenţa C"ationilor mone>­
valenţi. 

Prin adsorbţia metalului pe gelui de silice se eliberează o cantitate de hir<>­
gen-ioni echivalentă cu cantitatea de ioni metalici reţinuţi pe coloană. Schimbul 
ionic se realizează numai în condiţiile satu1·ării prealabile a gelului de silice 
cu H+. 

Hoit şi Scheel fixe<:ză ovalbumina pe gel de silice in ser fiziologic la pH 5-6, 
E:luir.d-o cu fosfat alcalin; capacitatea de adsorbţie este dependentă de pH. Sili­
catul de magneziu (Florisil) a fost utilizat de Rongone pentru cromatograficrea 
cetosteroizi!or din plasmă şi urină. 

Introducerea grupelor -P04H-2 dar mai ales a grupelor sulfonice -S03H 
in structura gelului de silice conferă cationitului o mare capacitate de fixare !1 

cationilor, de asem:mea a alcoolilor. eterilor şi bazelor organice din soluţiile apoase. 
Kruh fixează hemoglobina de 1epurc pe oxidul de aluminiu. eluind cu apă. 

apoi cu tampon de fosfaţi 1,75 M la pH 6.8 şi obţine două fracţiuni cromatogra­
fice. Hemoglobina umană adsorbită de acelaşi ionit, este eluată în condiţii simi­
lare dar la pH 6.5 de către Roques. Van Forsan separă pe oxid de aluminiu hemo­
globina !etală de cea adultă, fiecare avind 3 componente distincte. Pe oxidul de 
aluminiu la pH 7.0 t•on Euler cromatografiază glicerofosfataza obţinînd coractoru.l 
prin eluţie cu NH40H 1%; la fel Adler reuşeşte o separare parţială a coenzimei 
lactic-dchidrogenazei prin cromatografiere pe oxid de aluminiu. in fosfa~ 0.1 M la 
pH 8,3 prin developare cu apă. 

H1droxidul de aluminiu Al(OH)J . H 20. este utilizat la fracţionarea hemoglo­
binei umane permiţînd obţinerea a două deflexiuni cromatografice (Altshol} ; de 
asemenea, după echilibrarea la pH 6.2 este folosit la adsorbţia fenolazelor şi eluţia 
lor consecutivă cu fosfat de sodiu 20% la pH 7.8 (Enselme}. iar ~rin amestec cu 
K.ieselguhr-ul la fracţionarea tireoglobul inei şi izolarea un ori compuşi proieici b<:>­
~Cati tn tiroxină (Riviere) 
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Caolinul (siJ!catul de aluminiu hidratat) a fost utilizat la cromatografierea al­
buminel de cal (D!:ltsch) şi a hemoglobinei. lzotermele de adsorbţie Iiind depen­
dente de pH şi CO;'lcentraţia salină. iar caolinitul (silicatul natural hidrat3t de alu­
miniu) pentru cromatografierea chim~tripsinei, tripsinei şi lizozimului (McLaren). 

Pe ca• banatul de calciu saturat cu NaHP04 s-a ob~inut o pun ficare de 10 ori 
a succindehidrogenazei (von Euler), iar dipzoptidaza este separată de amincp~lipep­
tidază pe c.:11 b:>nct:tl de zinc prin spălare cu apli şi fosfat de sodiu (Turba). 

O ar.urriiă întrebuinţare a găsit gelui de fos[at de calciu (Seecof, Glaszr). 
Dificul ăţi!e datorite rezistenţei de curgere n-au putut fi invmse decit p::~rţial prin 
amestrcul gelului cu .,Supercel", prepararea gelului in prezenţa celulozei sau după 
Tis~lius prin precipitarE'a clorurei de calciu .cu un exces de fo3fat disodic. Se obtin 
astfel de!:Ji!e corespunzătoare şi posibilitatea cromatografierii proteinElor cu greu­
laţi mdeculare variate de la 44.000 (ovalbumină) plnă la 17.000.000 (virusul mJzai­
cului tutui1ului). 

Tis~lius adsoarbe pe fosfat de e<!lciu albumină umană şi prin eluţie cu clo­
rură d~ sodiu obţine 2-3 componenţi proteic!. La fel. cromatografiază pe acelaşi 

adsorbant carboxihemoglobină b·Wină, eluind-o cu Na:HP04 0,04-0,05 M, stabilind 
dependenţa desorbtiei de concentraţia salină . 

Crom<:tografia proteinelor serice (a!bumine şi globu!ine) pe fosfatul de calci\! 
ame-5tecat cu ,Supercel" a fost efectuată de Drake; coloana a fo.~t echilibrată cu 
fosfat 0.035 M la pH 6.7 şi eluţia s-a fă~ul cu acelaşi tampon cu molaritate cres­
cută (0,105 M) . 

S-a incercat utilizarea acestui schimbător anorganic în cromatografierea unor 
er.zime. Astfel Lundqvist purifică D-aminoacidoxidaza pe fosfatul de calciu echi­
librat la pH 7.8 prin creşterza forţei ionice a tamp:mului. Agner obţine catalaza 
cristalizală după purificare pe acest ionit anorganic echilibrat la pH 5,5 eluţi:l 

făcîndu-se cu tampon de fosfaţi la pH 8,0. 

La fel, s-au purificat pe fosfatul de calciu, celuloza cu tampon de fosfaţi de 
sorliu şi potasiu cu gradient de m~larit<>te (0.001 M - 0.050 M) (Swingle, Tak~­
mo:o). virusul mozaicului tutunului (Tiselius), enzimele din lichidul seminal - echi­
l•brare la pH 7,8 şi eluţie prin creşterea gradată a forţei ionice a tamponulul 
(Lundqvisl) . Jn fine. lactoperoxidaza a fost separată de proteinele inactive pe Uil 

amestec de fosfat de calciu. gel de silice şi .. cclite" ~hilibrarea făclndu-se .,su 
~2HF04 0.1 M. iar eluţia cu K 2HP04 1.0 M (Calmon). 

Recent. transaminazele din creierul de şob!:'lan au fost cromatografiate pe 
coloana de fosfat de calciu şi eluate cu tampon de Iosfat de molaritate crescută. 
Fosfatul de calciu utilizat a fost preparat după metoda lui Tiselius. Hjerten şi 

l.evin. Pentru eluţie s-au utilizat soluţii tampon de fosfaţi la pH 7.0. dar de mola­
ritate variabilă: 0,05 M. 0,08 M şi 0.20 M . 

Indolaminoacid-transaminaza denumită transaminaza III a fost eluată cu tam­
ponul de fosfat 0.08 M. iar fenilaminoacid-trnnEaminaza denumită transaminaza 
II cu tamponul de fosfat 0.20 M (Tangen) . In fine. Bjork purifică endonucleazele 
din cartofi pe gelui de fosfa.t de calciu preparat după Keilin şi Hartree. 

Utilizarea schimbătorilor de ioni anorganici in cromatografia pe coloană a 
proteinelor a găsit astfel in prima etapă a perfectăr:.; acestei tehnici numeroase 
aplit'.aţii practice în domeniul purificării proteinelor pla.smaticE' şi proteid-enzimelor 

Progresul rapid al cercetărilor de chimie a macromoleculelor a relevat insfl 
d .. zavantajul utilizării st:himbătorilor anorganici de tipul montmorillonitului sau 
permutiţii!or. datorită capacităţii de schimb reduse a adsorbantului şi a introdu• 
in tehnica de cromatografiere pe coloar.ă a proteinelor, răşinile sintetice schimbă­
toare de ioni. derivaţii acizi şi bazici de celuloză şi gelurile filtrante. 

Răşinile sintetice cu proprietăţi de schimb ionic se obţin in genere prin copo­
limerizarea stirenului şi a acidului metaacrilic cu divinilbenzenul. ioniţii celula­
zici prin introducerea de grupe polare il' m:Jcromolct'ulele celulozei. iar schimbă-
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torii Sephadex prin fixarea grupelor ionice pe reţeaua tridimensională a dextra­
nului. 

Sel~tivitatea superioară a acestor schimbători organici a lărgit considerabil 
sfera lor de utilizare in cromatografia proteinelor. 

Prin importanţa şi perspectivele pe care le deschid in cercetările de biochi­
miE', patologie experimentală şi clinică, rezultatele obţinute cu schimbătorii orga­
nici in diferenţierea şi purificarea proteinelor cu rol funcţional definit. inclu~iv 

a proteinelor serice, enzimelor şi hormonilor de natură proteică. implică o tratare 
separa·ă. 

Sr~it la redarţie: 31 mai 1967. 
Biblicgr~ fia la autor. 

Acadcomia Republicii Socialiste România, Baza de cercetări ştiinţifice din Tg.-:\lureş. 
(director: prof. M. Glindisch, doctor-docent) 

PROBLEMELE ACTUALE ALE PREVENIRII 
ŞI INFLUENTARII TERAPEUTICE 

A ENCEFAWMIELITEI ALERGICE EXPERIMENTALE 

T. Feszt 

Din problematica multilaterală a cercetării encefalomielitei alergice expert­
mentale (EAE). prevenirea şi influenţarea terapeutică a acestei afecţiuni prezintă 

din mai multe puncte de vedere un interes de06ebit. EAE con.;tituie un model 
experimental adecvat pentru studiul patologiei şi terapiei afecţiunilor ncurologice 
avind la bază procese de autoimunizare. pentru studiul proceselor inflamatoni ne­
inf~ţioase ale sistemului nervos şi al encefalomielitelor d.iseminate acute umanP.. 
Prin urmare, cereetarea influenţării ei. poate contribui la cunoaşterea mecanis­
mului de acţiune al unor procedee terapeutice utilizate in clinică, permiţînd şi ex­
perimentarea pe animale a unor metode noi de tratament. Aceste cercetări. pe­
lîngă elucidarea posibilităţilor de prevenire şi de suprimare a EAE mai pot con­
tribui şi la precizarea unor mecanisme intime ale procesului patologic. Dată fiind 
importanţa deosebită teoretică şi practică. a influenţării EAE şi dezbaterea amplă 
a acestei probleme pe plan mondial. considerăm că este justificată expunerea cri­
tică a datelor din literatura de specialitate, completindu-le cu rezultatele expe­
rienţelor personale. 

Mecanismul fundamental al producerii EAE constă intr-un proces Imunologie­
care generează in nevrax o inflamaţie hiperergică. alteraţii vasculare, edeme, ne­
croză, proliferaţie glială şi demielinizare. Aceste leziuni sint insoţile de un dis­
metabolism tisular, cupt;nzind vicierea metabolismului proUdic. lipidic. glucidic ş• 
electrolitic. tulburări energetice şi enzimatice. Aceste dereglări metabolice intere­
sează nu num3i ţesutul nervos, ci întregul organism (Miskolczy. Feszt şi Gyergyau. 
1963); ele fiind însoţite şi de leziuni morfologil'C ale diferitelor organe interne 
(Feszt. 1963; Gilndisch şi ~olab. 1963). Căutînd mijloace terapeutice faţă de EAE 
se poate acţiona asupra proceselor imunologice care stau la baza mecanismului 
patogenetic, se pot influenta reacţiile tisulare. inhibind leziunile organice şi favo­
rizînd procesele de reparatie şi de regenerare. iar ca o cale tera!'eutică nouă. 34t 

poate incerca influenţarea dereglărilor metabolice consecutive. 
Pe plan imunobiologic, în scop terapeutic se poate stimula producerea anti 

corpilor protectori prin imunizare sau se suprimă producerea anticorpilor pat~ 
geni, atenuind asUel starea hiperergică prin paralizia imunologica, prin desemi­
bilizare. sau prin toleranţa imunologică. Formarea anticorpilor şi reacţiile imuno-
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