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PROGRAM INFORMATIC WARBURG 99
NOTA 1
A. Cojocaru, D.C. Tocaciu, A. Schiopu

In cercetari anterioare unul din noi (5,6,11,15) a studiat la goareci,
cu tehnica Jerne (28) si metoda spectrofotometricd adaptati de van Dijk
§i Bloksma (18) la determinarea titrului anticorpilor anti-eritrocitari, e-

43



fectul unor citostatice asupra productiei de hemolizine si mecanismelor
nespecifice ale reactiei imune (7,8, 9, 13).

Se stie cA agentii oncostatici interfereazi biosinteza acizilor nuclei-
ci (analogii metabolici ai bazelor purinice si pirimidinice), formeaza punti
intra-sau extracatenare prin alkilarea macromoleculelor de ADN (agentii
alkilanti), depolimerizeazi ADN (procarbazina) sau se intercaleazi intre
lanturile polimerului depozitar al informatiei genetice (antibioticele anti-
canceroase), altereazid tubulina blocind mitoza (vinblastina, vincristina)
(43), determina efecte citogenetice (3), modificari histologice la nivelul
organelor limfoide (20) si inhibd migrarea macrofagelor in vitro (tetra-
hidrofuranil-2)-5-fluorouracilul (34).

Efecte similare au fost constatate prin determinarea dupa Tsanev
si Markov (46) a concentratiei acizilor nucleici la soareci CBA imunizati
cu eritrocite de oaie §i tratati cu (tetrahidrofuranil-2)-5-fluorouracil (10)
sau Levofalan (25).

In contrast cu abundenta, pina la redundanta, a datelor din litera-
tura de specialitate aferentd domeniului studiat (31,32,42,50), cu referin-
t& asupra impactului medicamentelor citostatice si imunodepresive asu-
pra reactiei imune (2,4,37), literatura privind efectul citostaticelor asupra
oxidatiilor biologice din celulele imunocompetente (14) este surprinzitor
de lacunara.

Din aceste considerente am intreprins cercetiri asupra dinamicii
consumului de oxigen al limfocitelor splenice in vitro ca bazd metodolo-
gicd pentru un studiu sistematic al impactului citostaticelor asupra acti-
vitdtii enzimelor mitocondriale responsabile de mecanismul complex al
respiratiei tisulare. Ne-am adresat in consecin{d metodei clasice introdusa
de Warburg (17, 49) pe care, desi laboricasi, am preferat-o altor meto-
de (23) pentru acuratete si reproductibilitatea pertinentd a rezultatelor.

Determinarea consumului tisular si/sau celular de oxigen cu metoda
manometrici Warburg necesitd o cantitate redusd de tesut de ordinul a
20-100 mg, iar in cazul substan{elor care genereazi eliberarea stoichio-
metricd de CO, din anionul bicarbonic, permite determinarea unor can-
titdti de ordinul microgramelor. Caracterul laborios al metodei §i nece-
sitatea prelucririi unui volum mare de date experimentale i-a determi-
nat pe majoritatea autorilor si exprime consumul celular de oxigen exclu-
siv in valori medii pe ord (24), renuntindu-se la evaluarea dinamicii con-
sumului de oxigen.

Dezvoltarea impetuocasd a microelectronicii si informaticii (1,19,47)
si aparitia informaticii medicale (16,30,33,35,38,39,40,41) cu subdiviziunile
sale interdependente (informatica medicalad de laborator, de proces, pen-
tru diagnostic si decizii terapeutice .si de gestiune) (21) ne-a sugerat, in
intentia de a surprinde particularitatile dinamicii consumului de oxigen
pe parcursul celor 2 ore de experiment in vitro, si elabordm un program
informatic care si ne permiti prelucrarea computerizata a datelor expe-
I‘i_rznentale (12).

Intrucit pe parcursul redactirii lui ne-am dat seama ca prin structu-
ra sa informationald produsul-program elaborat poate fi util unei arii
mai largi de specialititi (fiziologie celulard, hematologie clinic3, onco-
logie etc.), ne-am decis si-1 publicdAm sub formi de program comentat,
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accesibil medicilor gi biologilor care si-au insusit cunostiniele elemen-
tare de tehnicd de programare.

Tehnica de calcul

Computerul utilizat de noi a fost microcalculatorul personal TIM-
S, produs de I.P.T. in colaborare cu F.M.E.C.T.C. din Timisoara (27), com-
patibil cu SPECTRUM elaborat de firma englezd SINCLAIR.

TIM-S are la baza unitd{ii sale centrale microprocesorul Z80 de 8
biti (36) iar unitatea de memorie de 64 Ko dispune de o memorie de tip
EPROM de 16 Ko care contine interpretorul BASIC si o memorie de
tip RAM de 48 Ko. Ca dispozitive periferice am utilizat o imprimanta
ROBOTRON K 6313, un ecran catodic, tip ecran de televizor (display),
iar ca memorie externa caseta magneticd. Pentru citirea programelor
de pe casetd si salvarea acestora pe casetd s-a utilizat un casetofon
ELEKTRONIKA-302. Echipamentul de calcul inclusiv sursa de alimen-
tare se racordeazd la reteaua de curent alternativ (~ 220 V,50 Hz).

Microcalculatorul personal TIM-S acceptd limbajele de programare
de nivel inalt BASIC, PASCAL, FORTH, C si microPROLOG. Progra-
mul se poate utiliza pe orice computer compatibil SINCLAIR ZX SPEC-
TRUM (in testarea programului s-a utilizat de exemplu, un microcalcu-
lator HC-85 conectat cu un monitor alb-negru si o unitate de disc floppy).

Comentariu

Pentru elaborarea produsului-program WARBURG 99 am utilizat
dintre limbajele de programare de nivel inalt, limbajul BASIC, varianta
ZX-SPECTRUM BASIC (48) utilizata si la redactarea altor programe ne-
cesare activitatilor curente de laborator (44, 45).

Structura informationala a programului cuprinde algoritmii de cal-
cul si de afisare necesari introducerii de la tastaturd a datelor experimen-
tale si prelucrdrii computerizate a-acestora. Un set propriu de caractere
permite utilizarea unor litere sau simboluri grafice de care nu dispune
microcalculatorul personal TIM-S (&, 4, 1, 5, t, A, L etc.).

Semnificatia unor linii de program existente in listingul care nu este
prezentat in nota de fa{ad din considerente de spatiu este urmaitoarea:
9996 permite utilizarea setului modificat de caractere; 9000 afiseazi
,»Meniul principal*; 9910 permite modificarea datelor introduse; 600 a-
fiseaz& meniul ,,Datele initiale“.

»~WARBURG 99“ permite procesarea a 78 parametri biologici, re-
prezentdri grafice, comparatii intre loturi si alte facilititi pentru utili-
zator. Se stie ca eficienfa si fiabilitatea unui program sint direct propor-
tfionale cu modularitatea sa (22). In consecintd programul WARBURG 99
a fost impartit in secvente autonome (module) care realizeazi functii de
sine statitoare. Redactarea programului cu mai multe subprograme ape-
late din programul principal ne-a permis economia de memorie, esentia-
13 pentru prelucrarea unui volum mare de date.

Dupi conectarea la retea a echipamentului de calcul, incircarea de
pe casetd sau disc si lansarea in executie a programului, pe display apare,
dupd prezentarea titlului, Meniul principal (,tabla de materii“) din care
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selectind una din tastele 1,2,3,4 sau 5 ale claviaturii se poate ajunge la
celelalte 5 meniuri intitulate: Date initiale, Program grafic, Trasare gra-
fice, Tabel sinoptic (TS) si Salvare/Citire. Selectionarea tastei 6 din Me-
niul principal permite restartarea programului, respectiv stergerea tuturor
variabilelor si posibilitatea introducerii de noi date experimentale in me-
morie.

Subdiviziunile celor 6 meniuri puse la dispozifia utilizatorului sint
urmatoarele:

a) Meniul principal: 1. Date initiale, 2. Programul grafic, 3. Testul
t Student, 4. Coeficientul de variatie, 5. Tabel sinoptic, 6. Restartare
program;

b) Date initiale: 1. Introducere date, 2. Afisare date, 3. Calculare re-
zultate, 4. Afisarea rezultatelor, 5. Salvare Citire date, M. Meniul prin-
cipal;

c) Programul grafic: 1. Transfer date din TS, 2. Trasare grafice, 3.
Catalog disc, M. Meniul anterior;

d) Trasare grafice: 1. Cu date variabile, 2. Cu datele existente, 3.
Catalog disc, M. Meniul anterior;

e) Tabel sinoptic: 1. Introducere date in TS, 2. Listare date din TS,
3. Modificare date, 4. Compunere loturi, 5. Salvare/Citire TS, 6. Catalog
disc, M. Meniul principal;

f) Salvare/Citire: 1. Citire date, 2. Salvare date, 3. Catalog disc, M.
Meniul anterior.

Vom ilustra cu un exemplu modul de executie al instructiunilor din
liniile de program cuprinse in prima parte a listingului.

S ——

INTRODUCETJI
DATELE EXPERIMENTALE -~

LntervaLul fif (minute)
dintre = Lecturi comnseqQutavea?
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Fig. nr. 1

40



INTROPYCETA
DATELE EXPEQRIMENTALE

lntervaLul B minuse)
dincre & LeCcturi oonsaouvlive?

Conscancta A
a mamomatruLua Warburg?

M@=c

Figi nr. 2

AINTRODUCETL
DRTELE EXPERIMENTALE

idPtervaLul §8 trinutee)
gantre 2 Lectura corseouta et

Comstanta @
3 mMIanometr el oy st burg@

cantaitates @ o ceLuLeMmR10T7)
nrespectas ge tesut (Mg ?

Fig- nr. 8



48

IANTRQDUCE T
DATELE EXPERIMENTALE

incervalul {3 tmanute)
Jdintre 2 Lectura cormsecutave”

comstanta B
a8 manometrylLul Warburg?

Canmtaitsatea W ge OELuLe(n§1® 71
respectiv de tesct gy ?

thuan
[ el
w
[
nw

Fig. nr. 4

WEL ORI -REFERIMTHEVAL ORI —FROBH

180 S 150 S
151 144
191 136 S
156 129 S
ise S 122 S
151 120
151 117
182 113
1922 1909

IAinane 3




Dupa lansarea in executie a programului, computerul cere interva-
lul de citire T (In minute) dintre doud lecturi consecutive (fig. nr. 1). Con-
sumul de oxigen al limfocitelor splenice a fost citit pe manometrul War-
burg la intervale de 15 minute. Valoarea T introdusi de la tastatura este

Tabelul nr. 1

Corespondenta dintre elementele tabloului w (16,9)
si notatia lor in limbajul ZX-SPECTRUM BASIC

Elementele variabilei .
de tip tablou w(16,9) Notatia in ZX-SPECTRUM BASIC
1 » 1 2

B w(l,n) w(14,1)
n w(2,n) w(14,2)
A w(3,n) w(14,3)
RE, w(4,n) w(15,1)
DE w(5,n) w(15,2)
AE w(6,n) w(15,3)

SME!, SME2, T w(7,n) w(16,1)

SSI, 882, ..o SS8 e w(8,n) w(16,2)

SSE1, SSE2, SSES8 C w(9,n) w(16,4)

Fi1, F2, ... .. F8 w w(10,n) w(16,5)

FEIl, FE, FE8 Q w(ll,n) w(16,6)

136 TR 3 & —— H8 — w(12,n) —

NOTA. La elementele variabilei de tip tablou w (16,9) din coloana 1 corespunde
notatia in ZX-SPECTRUM BASIC din coloana 1; in mod corespunzator, la ele-
mentele din coloana 2 corespund notatiile fn ZX-SPECTRUM BASIC din colcana 2.

afisati de computer care cere in continuare constanta K a manometrului
Warburg (fig. nr. 2). Se introduce valoarea respectiva (1,13) care este
imediat afisati iar microcalculatorul soliciti cantitatea C de celule ex-
primati in n x 107, respectiv de {esut (exprimati in mg) (fig. nr. 3). Va-
loarea n (13,275) fiind introdusi, este afisatd pe display (fig. nr. 4) iar
ordinatorul solicitd valorile de referinti (citite pe termobarometru) si va-
lorile probei (citite pe manometrul Warburg), valori care dupa introdu-
cerea lor de la claviatura sint afisate sub forma de tabel (fig. nr. 5). In
continuare computerul afiseazi, executind instructiunile de la liniile de
program 410-590, ,, CALCULEZ".

Variabilele implementate in algoritmii de calcul §i de afisare si or-
ganizarea lor intr-o matrice bidimensionald-tabloul w (16,9) din linia de
program 10 — precum gi corespondenta dintre variabilele numerice ne-
cesare reprezentdrii celor 78 parametri biologici obtinuti prin compute-
rizarea datelor experimentale oferite de metoda Warburg si notatia lor
in limbajul ZX-SPECTRUM BASIC este redati in tabelul nr. 1. In a-
ceasti matrice variabilele E1, E2,... E9 reprezinti valorile citite in la-
borator pe termobarometru (valorile referin{a); P1, P2, .. P9, valorile
citite pe manometrul conectat cu vasul de reactie in care se giseste sus-
pensia de limfocite in mediul de culturd (valorile-proba); S1, S2,...S8,
consumul de oxigen pe interval de timp (relatia datd de Warburg, X =
k.h, transpusi de exemplu la primul interval de timp (de la 0-15 minute)
este S1 = K (P2-P1) — (E2-El); G1, G2,...G8, consumul de oxigen pe

19



interval de timp si celula; SM1, SM2,. .. SM8, consumul de oxigen pe
celuld si minut corespunzator intervalului de timp dat; SS1, S$S2,...SS3,
consurrmul aditional de oxigen pe inteérval de timp si celuld; F1, F2, ...
F8, consumul aditional de oxigen pe cetuld si minut, corespunzator inter-
valului de timp dat; H1, H2, .... HS8, valorile aparente ale consumului
de oxigen pe ord; B,D,A, valoarea consumului de oxigen pe ori (B-in
prima ord de experiment, D-in a doua ora de experiment, A-valoarea
medie a consumului pe ord); W=E9-E1, Q=P9-P1. Semnificatia varia-
bilelor T,K,C, a fost mentionati anterior. In ¢eea ce priveste variabilele
notate cu GE (GE1, GE2,... GE8), SME (SME1, SME2,.. SMES8), SSE
(SSE1, SSE2,,.,SSES8), FE (FE1, FE2.,, FE 8), BE, DE, AE, ele au aceeasi
semnificatie ca si G, SM, SS, F, B, D, si A cu diferenfa ca reprezinti va-
lorile lotului 2 (de exemplu, lotul experimental) pe cind celelalte consti-
tuie valori ale lotului 1 (de exemplu, lotul martor).

Modul in care utilizatorul obtine tabelul care-i permite si verifice
dacd datele experimentale ale fiecirui animal de experienti (T,K,C, va-
Jorile-preferintd si valorile-probi) au fost corect introduse de la tasta-
turd precum si tabelele care contin valorile consumului de oxigen vor fi
prezentate in nota urmaitoare.
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A. Cojocaru, D.C. Tocaciu, A. Schiopu

INFORMATION PROGRAM WARBURG 99
Note I

Studying the dynamics of the oxygen consumption of splenic lym-
phocytes in vitro by Warburg method implies processing a large number
of data, — a reason why some authors give the results in mean values
per hour, giving up the analysis of the dynamics of oxygen consumption.

Therefore, the authors have elaborated an information program that
allows processing 78 biological parameters. graphic representations, com-
parisons between groups, statistical analyses and other facilities for the
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utilizer. Program WARBURG 99 is divided in modules that analyse in-
dependent functions. In Note I the authors show the general structure
of information of the program, the first 46 program lines and the com-
ment of this sequence that permits the introduction of experimental data
from the keyboard, the monitoring of values-references and values-
samples.



