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je. We wszystkich takich przypadkach następuje
w -mniejsz}m lub w większl.rn s.topniu zaburzenie
w przesuwaniu się mas pokarmowych i gazów, wsku_
tek czego powstaje atonia przedżołądków.

Nagłe zatkanie kulami włosianymi otworów między
przedżołądkami lub odzwiernika spotyka się przeważ-
nie u cieląt lub owiec, rzadziej natomiast u zwietząt
dcrosłych. Wystąluje ptzy tyrn silne wzdęcie brzucha,
niepokój i stękanie zwierzęcia, a naweó ruclry wymiot-
ne, przy których zatykająca kula włosiana może być
wyrzucona na zewnątrz przez jamę gębową, co pro-
wadzi do szybkiego wyzdrowienia. - W przeciwnym
wypadku występuje ucisk gazów, przyspieszenie tętna
oraz oddechów i szybka śmierć zwierzęcia. Dla roz-
poznania ma wielkie znaczenie nagłe pojawienie się
wzdęcia przy podejrzeniu możliwości wystąlowania
w żołądku kul włosowych wzgl. roślinnych. Objaw tetr
jest zwłaszcza ,wówczas ważny, jeżeli przed jego zaist-
nieniem zaobserwowano objawy lizawości u zwierzęeia
lub w czasie wymiotów zostały wyrzucone kule wzgl,
wychodziły z odchodami.

Przypadek własny
Przypadek, który obserwowałem ostatnio w paździer-

niku 1955 r,, dotyczył cieliczki 4_mies,, czarno-białej,
v,,łasność spółdzielni produkcyjnej w S. Cieliczka była
chowana wtaz z byczkiem 3 mies. i obie sztuki nawza-
jem się lizały. Nagle u cieliczk{ wys ąpiło silne wzdęcie.
Po zastosowaniu ruminolu, masażu słabizrry i odpo-
rł-iedniego ustawienia wzdęcie ustąpiło, Badanie dete-
ktcrem ,łykluczyło obecność metalicznego ciała obcego.
]w nastą)nych dniach wzdęcie powtórzyło się, a zasto-
sowanie oleju rzepakowego do wewnątrz złagodżło
stan chorobowy, Po 2 ty1. wystąpiło wzdęcie tak
gwałtowne i połączone z tak silną dusznością, że
musiano sziukę dobić bez dokonania punkcji żwacza,

Po wezwaniu przeprowadziłem badanie poubojowe
niięsa, które wykazało obecność w czepcu bezcaru
w postaci kuli włosowej wielkości dużego jabłka
(ryc. 1 i 2), co było powodem przypadłości żołądkowej.

Wnioski:
1) Bezoary u bydła objawiają się nagłymi, gwałtow-

nymi wzdęciami, nie dającymi się wytłumaczyć skar-
mianiem pasz fermentujących, 2) Dla rozpoznania
wielkie 7rraL,)renie ma ujemny ,,vynik badania de,tekto-
Iem (wyklucza retLcul"ż,tźs traumatżca) jak również
,występowanie wymiotów, obecność włosów w odeho-
dach oraz uprzednio zaobserwowana skłonność do
lizawości. 3) W razie podejrzenia obecności bezoaru na-
Ieży zastosować punkcję żwacza, podawać w większej
ilości oleiste środki przeczyszczające, jak olej rycyno-
wy w odwarze siemienia lnianego w dodatkiem Rhiz.
Veratri, Najpewniejsze Jest chirurgiczne usunięcie be-
zoarl) z żołądka poptzez rurnenotomię.

Ryc. 1. załączone zdjęcie przedstawia zbitą kulę wło§ianą
(bezoar) wielkości dużego jabika wyjętą z żołądka jałówki

Ęyc, 2. Powierzchnia przekrojrr bezóaru

piśmiennictwo
1) J o e s t: Handbuch d. spez. pathal. Anaicmi. d. Hau-

stiere T. I. 1926. 2) M y s z k i n: Bolezni krupnowo fogatowo
skota. 1940. 3) oppermann: Lehrbuch der Klankheiten
des schafes. 1929. 4) orłowski: Nauka o chorobach we-
wnętrznych, Tom Vi - nalząd trawierria - 1952. 5) zuLLń,
s ł i: pizypaaek pilobezoara' w żołądku świni. Med. wet,
Nr 4, 1951.

20 grudnia 1956 E. na po§ie_
Kopelnika w Puławach.

i złożonych związków chemicznych. Przy po-
mocy tej metody można przy zastosowaniu izo-
topowego P32 obserwować przemiany fosforo-
we w erytrocytach; określaĆ poziom fosforu
i żelaza. Elektroforezę zastosowano również do
badania enz}łnów w różnych wyciągach. Prze-
prowadzono elektroforetyczną analizę t] -glukuronidazy, badano przy pomocy tej meto-

Z PRAKTYK! LABORATORYJNEJ
JADWIGA JUŚKO-GRUNDBOECK

Metoda eIektroforetycznego rozdziału białek surowicy*)
'z zakładu Biochemii hstytutu weterynarii w Pułałvaclr

Elektroforeza jest dziś nieodzowną metodą
do rowiązywania Wielu zagadnień z dziedziny
chemii fizjologicznej. Wysuwa'się ona na czoło
fizyko-chemicznych metod, przy pomocy któ-
rych można scharakteryzować przede wszyst-
kim białka, jak również cały szereg prostych

x) Referat wygłoszony w dniu
dzeniu PTNW i Tow. Przyr. im.
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dy cytochrom C, oddzielano aktywną hyaluro-
nidazę od nieaktywnych jej zanieczyszczen.
Metoda ta posłużyła również Latnerowi

t.Brz.Hosoya
fonamidy. Rów-
ta zna|azła sze-

rokie zastosowanie. Gros przy użyciu waliny
z C13 bddał niektóre przeciwciała; WieIand
i Wirth określali przy pomocy elektroforezy
aktywność niektórych toksyn. Elektroforeza
jest również zabiegiem technicznym, bez któ-
rego współczesna praktyka medycyny ludzkiej
nie potrafiłaby się już obejść. Na łamach prasy
zagtanicznej i krajowej pojawiają się coraz
iiczniejsze doniesienia o przydatności elektro-
forezy w diagnozowaniu takich schorzeń, jak
schorzenia wątroby, nerek, choroby nowotwo-
rowe. Elektroforeza używana jest do analizy
surowicy krwi i płynu mózgowo-rdzeniowego.

Pojawiło się również szereg prac na temat
rozdziaŁu elektroforetycznego białek surowicy
zwietząt domowych. Z badań tych wynika, że
przydatność elektroforezy do diagnostyki we-
terynaryjnej będzie prawdopodobnie bardziej
ograniczona niż w medycynie ludzkiej. Wska-
zuje na to znaczna wariancja poziomu białek
otaz poszczegóInych jego frakcji w surowicach
zdrowych zwierząt. Eiektroforeza znajduje jed-
nakże zastosowanie w naszych placówkach we-
terynaryjnych o charakterze badawczo-nauko-
w;rm, służy pogłębieniu naszych wiadomości
o mechaniźmie walki ustroju z chorobami.

Praca niniejsza ma za zadanie przedstawić
w miarę możności popularnie, najbardziej do-
stępną dla większości naszych pracowni techni-
kę elektroforezy bibułowej białek surowicy.

Białko surowicy krwi nie jest substancją
jednorodną chemicznie. Składa się ono z szete-
gu frakcji: a]bumin oraz globulin o, F, i T, które
różnią się własnościami tizycznymi, fizyko-
chelnicznymi i immunologicznymi. Doskonałą
charakterystykę poszczególnych frakcji daje
Choppard (4).

Największą ilościowo frakcją, bo stanowiącą
około połowę białek surowicy są albuminy. Ma-
sa cząsteczkowa albumin : 69000. Na ich po-
wierzchni jest duża ilośó ładunków ujemnych,
stąd największa ich ruchliwość w elektrofore-
zie. Według badań Keckwicka (19a8)
albuminy nie są białkiem homogennym, skła-
dają się bowiem z trzech frakcji różniących się
między sobą rozpuszczalnością, zdolnością kry-
stalizacji i zawartością węglowodanów. Albu-
miny jako białko silnie zjonizowAne odgrywają
dużą rolę w buforowaniu krwi. Podobnie ważne
znaczenie mają w utrzymywaniu objętości krwi,
co wiąże się z ich dużym powinowactwem do
wody.

GoIdsteinowi (1949) i BennhoI-
d o w i (1950) udało się wykazaó zdolność wiąza-
nia się albumin z różnymi związkami, jak alka-
liczne i kwaśne barwniki, aromatyczne kwasy
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karboksylowe, acetylowane aminokwasy, po-
chodne sulfonamidów, naftochinony, barwniki
żółciowe, witamin C, K, P, glikozydy naserco-
we, penicilina, chloromycetyna, streptomycyna
i wiele jeszcze innych środków leczniczych.
Z każdą substancją albumina wiąże się w róż-
nym stopniu. Jeśli przekroczona zostaje ta zdol-
ność, związki łąezą się z gldbulinami, Iub znaj-
dują się wolne we krwi.

AIfa i beta globuliny zawierają dużo węglo-
wodanów i lipidów. Edsalt (194?) ekstraho-
waŁ z ct i F globulin następujące substancje':
cholesterynę, barwniki żółciowe, fosfoiipidy,
kwasy tłuszczowe, rozpuszczalne w tłuszczach
witaminy i hormony. Oestrogen znajduje się
w 750lo w lipoidowej frakcji beta globulin.
Ponad to frakcja ta wiąże miedź (P1 globulin),
żelazo (1 m8 wiąże 0,38-1,25 ne-|f) i około
3/ł trombiny tzw. protrombinę.

W 1936 r. Tiselius stwierdził niehomo-
genność 1-globulin. Whurmann, Wun-
derley i Nicola dowiedli później jesz-
cze raz przy pomocy precypitacji, adsorbcji
w ultrafiolecie i wysalania, że y-globuliny są
białkiem niejednorodnym. R a u b e r t (1947)
rozfrakcjonował 1-globulin na dwanaście pod-
grup. Cann, Brown, Kirkwood toz-
łożyli bydlęcy 1-globulin na osiem składników.
DIa 1-globulin przyjmuje się masę cząsteczko-
wą równą 156.000. Spośród globulin o, P, globu_
liny 1 Wypadają z roztwotu przy najmniejszym
nasyceniu 330/o(NHł)zSOł. Wg Cohna we
frakcji 1-globuiinowej znajduje się 980/o globu-
lin odpornościowych. Dotychczas znaleziono w
tej frakcji przeciwciała przeciw dyfterii, dyzen-
terii, paratyfusowi, tyfusowi, szkarlatynie i wie-
Iu innym chorobom.

Zwiększenie poziomu globulin odbywa się
zwykle kosztem spadku albumin. Ma to miejsce
przy ostrych i chronicznych stanach zapalnych,
przy uszkodzeniu wątroby, nerek, układu lim-
fatycznego, ptzy czym następuje charaktery-
styczny dla danego schorzenia wzrost jednej z
frakcji, Np. przy schorzeniach nerek zwiększa-
ją się ct i B globuliny, przy 1-plazmocytomie
limfogranulomie zwiększają się 1-globuliny,
przy P-plazmocytomie B-globuliny. Poziom
^y-globulin wzrasta po przebyciu chorób zakaż-
nych.

Stąd ważne dla praktyki i nauki medycznej
jest otrzymywanie poszczególnych frakcji biał-
ka surowicy. Można je uzyskać i oznaczyć wie-
loma sposobami. Cohn i współpr. frakcjono-
wali białko w różnym stężeniu alkoholu etylo-
wego, w obecności określonych niewielkich stę-
żeń elektrolitów. Proces cały przeprowadzano
w niskiej temperaturze. Gornall (7) wysalał
białko w punkcie izoelektryczn;rm siarczanem
amonu w różnym nasyceniu. Wytrącone frakcje
rozpuszczał w 10/o chlorku sodu i oznaczał kolo-
r;rmetrycznie przy pomocy reakcji biuretowej.
AuIl i Mc Card (10) zastosowali fosforan
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potasu jednozasadowy w różnym stężeniu do
wytrącenia poszczegóinych frakcji, które iloś-
ciowo oznaczaIi fotometrycznie.

Obecnie do ilościowego oznaczania frakcji
białkowych stosuje się coraz częściej metodę
elektroforezy. Pod nazwą elektroferezy rozumie
się wędrowanie jonów w roztworach wodnych
w poiu elektrycznymt - Rozróżniamy elektro-
forezę wolną i bibułową. Obie metody różnią się
między sobą środowiskiem, w którym przebie-
ga rozdział. Dla elektroforezy wolnej jest nim
bufor, dla bibułowej matryca bibułowa nasyco-
na buforem.

Różne też są sposoby ilościowej oceny otrzy-
manych frakcji. W elektroforezie wolnej stęże-
nie frakcji oznacza się na podstawie współczyn-
nika refrakcji, który da się rejestrować fotogra-
ficznie, zaś w elektroforezie bibułowej ocenia
słę ilość otrz}rmanych w rozdziale frakcji na
podstawie zdolności adsorbowania ptzez nie
barwnika. Przy porównywaniu obu technik na-
Ieży zwrócić uwagę i na to, że przy wolnej elek-
troforezie uzyskuje się całkowite wydzielenie
obu składników.

W zależności od ilości użytego białka mówi
się o:
makroelektroforezie - 100 mg suchej substan-
cji białka,
półmikroelektroforezie - 10 mg suchej substan-
cji białĘa,
mikroelektroforezie - 1 mg suchej substan-
cji białka.

Odpc wiada to przy 50/o białka w surowicy
krwi 2 mI surowicy dla makroelektroforezy,
0,2 ml dla półmikro i 0,02 ml dla mikroelektro-
forezy.

Makroelektroforezą jest klasyczna elektro-
toteza Tiseliusa - elektroforeza ,,wolna".
Na aparacie Tiseliusa oparta jest aparatu-
ra Zeissa, Białko, to znaczy surowicę krwi
daje się do rurki w kształcie litery U (o róż-
nej średnicy w zależności od typu apa-
ratg), w której jednym ramieniu znajduje
się roztwór buforowy o pH 9,2 i sile jono-
wej 0,1. Nieco tego roztworu znajduje się rów-
nież i ponad surowicą w drugim ramieniu rur-
ki U. Do obu ramion przykłada się różnoimien-
ne bieguny- Przez surowicę i bufor płynie prąd,
o napięciu 100-215 V i natężeniu 10/20 mA,
który w ciągu 2 do 3 godz. powoduje rozdział
surowicy na frakcje. W aparaturze Zeissa uzys-
kuje się od razu wykres ramienia wstępujące-
go i zstępującego rozdzielonych frakcji. Wykres
taki interpretuje się później ilościowo ptzy po-
mocy planimetru. Podobne postępowanie za-
stosowali między innymi D e ut sch i Goo d-
l e (5).

Opisana tu w skrócie metoda jest bardzo
skomplikowana. Wystarczy powiedzieć, że dla
pomyślnego przebiegu elektroforezy konieczny
jest system chłodniczy, który wymaga osobno
skonstruowanej chłodni. Aparaty do wolnej
elektroforezy ze względu na osobne urządzenia

chłodnicze, termostat, utządzenia elektryczne
do regulowania napięcia i natężenia prądu,
skomplikowane utządzenia optyczne do odczy-
tywania rozdzielonych frakcji, są bardzo kosz-
towne i dlatego trudno dostępne wielu pracow-
niom naukowym. Znaczny koszt aparatury do
wolnej elektroforezy, otaz konieczna duża ilość
materiału do rozdziału zmusiły dość wcześnie
tóżnych badaczy do szukania innych sposobów
rozdzielania substancji w polu elektrycznym.

Kónig i KIoubusitzky (1937 i 1939)
zastosowali po Taz pierwszy bibułę filtracyjną,
jako matrycę do rozdziału w polu elektrycznym
;adów węży i barwników. W 1948 roku.
W ie l and i Fisch er zastosowali tę meto-
dę do tazdziału białek, peptydów i aminokwa-
sów. Poszczególne frakcje uwidaczniano spec-
jainymi barwnikami. W 1950 r. Tiselius
i współpracownicy opisali dość szczegółowo
metodę elektroforezy przy zastosowaniu bibuły
filtracyjnej, Dalsze prace Tiseliusa, Tur-
by, Cramera, Durrum przyniosły sze-
reg ulepszeń w tej dziedzinie.

Zaletą e]ektroforezy bibułowej jest pposta
aparatura, mała ilość materiału do anal-izy,
możliwość przeprowadzepia seryjnych ozna-
czeń, oraz uzyskiwanie poszczególnych frakcji
w stanie nadającym się do dalszych oznaczeń.
Wadą metody jest mniej|sza,dokładność oraz
trudność bezpośredniego wymierzenia ruchli-
wości cząsteczek.

Zasada elektroforezy bibułowej jest taka sa-
ma jak i elektroforezy wolnej: rozdział pod
wpływem prądu elektrycznego, białek, składa-
jących się z różnych frakcji, z których każda
w danym toztworze, jakim jest stosowany do
tych celów alkaliczny bufor, ma różną ilośó
ładunków ujemnych, warunkujących ich r6żną
szybkość wędrowania.

Elekroforeza (jak już wspomniano) polega na
ruchu drobin opatrzonych ładunkiem elektrycz-
nym dodatnim lub ujemnym w polu elektrycz-
nym. Elektroforeza białek zakłada zatem istnie-
nie drobin białka elektrycznie nieobojętnych.
Dla zobtazowania tego zagadniena przedsta,irię
zachowanie się cząsteczki aminokwasu glicyny
w roztwotze o różnym pH.

Glicyna w roztworach wodnych występuje
jako dipol, to znaczy cząsteczka opatrzona
różnoimiennymi znakami. W środowisku kwaś-
nym glicyna ma ładunek plus (jest formą katio-
norvą), w środowisku alakaliczn;rm przeważa
glicyna anionowa (tabl. I).

W cząsteczce białka aminokwasy R - CH -NHz - COOH łączą się ze sobą tworząc wiąza-
nia peptydolTv,e - CO-NH, ze znajdując5rmi
się na zeułnątrz łańcucha wolnymi grupami NHz
i COOH. Oddziaływanie białek zależy od
ilości wolnych grup karboksylowych COOH,
lub aminowych NHz. Przy pewnym określo-
nym stężeniu jonów wodorow5rch roztworu,
grupy karboksylowe i aminowe są zdysocjo-
wane w jednakowym stopniu, to znaczy

167



Nr3
;

MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XIII

ilość ładunków dodatnich jest równa ilości
ładunków ujemnych. To stężenie jonów wodo-
rowych, charakterystyczne dla każdego białka,
zwane jest punktem izoelektrycznJrm. Wzajem-
ny stosunek różnoimie
waga jednego z nich, n
białka określa rodzaj ł
a tym samym jej charakter. - Podana zaCarpenterem (2) tabela wymownie ilu-
struje ptzytoczone fakty (tabl. I!.
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Zgodnie z działaniem pola elektrycznego ruch
cząsteczek powinien zachodzić w kierunku
zbliżonym do prostoiinijnego. Jednakże spiąta-
na nić błonnikowa kapilar tworzących bibułę
sprawia, że ruch drobrn białka jest nieregular-
nie falisty, wskuteĘ czego szybkość wędrowania
omawianych anionów jest dużo mniejsza riż to
ma miejsce w elektrorezie wolnej. Bufor, w któ-
rym przebiega elektroforeza, stanowiący fazę
zawieszającą koloidu białkowego posiada ładu-
nek dodatni, wędruje więc do katody. Zjawisko
to nosi nazwę elektroosmozy. Sama substancja
bibuły naładowana jegt ujemnie, stwarzając
w ten sposób warunki do adsorpcji cząsteczek
różnoimiennych.

Na ruch cząsteczek ma również wpływ zią-
wisko dyfuzji. Dzięki niemu np. próbka materia-
łu nałożona na pasek pod postacią kropli, przyi-
muje po pewnym czasie kształt smugi, Leżącej
w poprzek paska. Zasadnicze znaczenie dla
dobrego rozdzielenia się poszczególnych frakcji
ma nawilgocenie paska bibuły. Już samo naŁoże-
nie próbki powinno nastąpic na niezbyt suchy
i niezbyt nawilgocony pasek. W czasie elektro-
forezy należy utrzymywać stopień i równomier-
nośó nawilgocenia na stałym poziomie. Uzysku-
je się to drogą odpowiedniego zanurzenia koń-
ców pasków w buforze, dobranie prądu o odpo-
wiednim napięciu i natężeniu (zależne od tego
tworzące się ciepło Joul'a wzmaga parowanie
wody z'pasków) a przede wszystkim zastosowa-
nie szczelnej komory wilgotnej zapobiegającej
parowaniu.

O ruchliwości cząsteczek białka oprócz ich
ładunku decydują stężenie jonów wodorowych
i siła jonowa roztworu, od której zależy prze-
wodnictwo roztworu, oraz prąd cieezy przeciw-
ny kierunkowi wędrowania białka, parowanie,
osmoza, adsorpcja na bibule, i system kapilarny
bibuły. O prawidłow;łn rozfrakcjonowaniu
białka decydują w znaczlrym stopniu dwa kom-
ponenty: stężenie jonów wodorowych i siła jo-
nowa roztworu.

Szersze omówiene aparatury używanej do
elektroforezy bibułowej, środowiska w jakim
odbywa się rozdział białka oraz sposobów ilo_
ściowej interpretacji rozdzielonych frakcji wy-
daje się celowe.

Aparatura konieczna do eiektroforetycznego
rozdziału białek składa się z:

1) Prostownika iampowego, który prostuje
prąd płynący z sieci. Prostownik taki zaopatrzo-
ny jest w transformator, który pozwala na tran-
sformowanie prądu z napięcia 220 V do potrzeb-
nego napięcia. Prąd wychodzący z aparatu
kontroluje się na urządzeniach pomiarowych
wmontowanych w prostownik.

2) Komory wilgotnej, wykonanej z akwarium,
płyt winidurowych lub plexiglasu. Wewnątrz
komory znajdują się naczynia na bufor poł,ączo-
ne elektrodami węglowymi, platynowymi, lub
sporządzonymi ze specjalnego metalu z prądem
płynącym z prostownika. Najdogodniejsze

Tabl. I

Tabl. II

Ruchl;,oośó elekt.ofor.tqczną i punl<t
izoelektrgcz_n 5 .Ą |r ćkcii,-bidłka L gc.h

now.

Elektroforezę przeprowadza się z reguły
w toztwotze o pH dużo wyższym ńż punkt izo-
elektryczny rozdzielanych białek. Wynika stąd,
że białka w tych warunkach będą miały ładu-
nek ujemny, a więc będą wędrowały do anody.
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w stosowaniu są elektrody platynowe. Ze wzglę- ków jest różny, w zależności od warunków w ja-
dów ekonomicznych często stosuje się elektrody kich przebiega rozdział, ,W literaturze podają
węglo\Me, które muszą mieć jednak odpowied- różne wymary pasków 4X40 cm (G r a s s m a n
niodużąpowierzchnię, na cozwracauwagęrów- Hannig 9), 1X29 cm (Puc ar 2l),2X40 cm
nież Magas (16). Na każdy 1 mA natężenia (Bielawski 1), 4X25 cm (Moncke l7),
prądu przepływającego przez układ wystarczy 3,5X32 crn (Magas 16),
około 10 cmz powierzchni elektrody, Przy stoso- Drugą składową środowiska, w którym prze-
waniu elektrod węglowych należy pamiętać o biega rozdział jest bufor. Najczęściej używany
o t;rm, że łatwo rozpylają się one w buforze, do elektroforezy jest bufor weronalowy wg
a ponad to na ich powierzchni gromadzą się Michaelisa o pH 8,6 i sile jonowej 0,1. Skład te-
produkty elektrolizy buforu. go buforu przedstawia się następująco:

W komorze znajduje się również dodatkowe
naczynie na bufor, w któr5.m zarlurzone są ar-
kusze bibuły do nawilżania komory. Wytwo-
rzolla wilgotność ma zapobiegać nadmiernemu
wysychaniu pasków, (zdolność przewodzenia
przez pasek bibuły zależy bowiem od jego na-
wilgocenia).

3) Urządzenia do suszenia pasków w takiej
temperaturze, w której nastąpi zdenaturowanie
poszczególnych frakcji białkowych.

4) Aparatu do odczytywania pasków. Może
nim być kolorlłnetr przy eluowaniu barwnych
plam, lub fotoabsorpcjornetr przy odczytywa-
niu współczynnika obsorpcji wprost z zabar
wionych pasków.

5) Ptanimetru do ilościowej interpretacji uzy-
skanvch krzvwvch rozdziaŁu.

Śródowiskie- * jakim odbywa się rozdział
białka w elektroforezie bibułorvej jest, jak już
wspomniano, bibuła i roztwór buforowy. Bibuła
do elektrofotezy musi odpowiadać pewn;rm wa-
runkom. Nie może adsorbować białka, musi
mieó taki układ kapilar, który pozwala na szvb-
kie przesuwanie czasteczek białka, a włókna
celulozołve muszą być odporne na kwasy i zasa-
dy, Warunkom tr,rm odpowiada bibuła z czystei
celulozv alfa. W dobrej bibule jest około 99,80/o
alfa celulozy, 0,10lo beta i około 0,070lo części
mineralnych. Naiczęściej do elektroforezy uży-
wa się bibuły Whatman nr 1, bbuły frmy Me-
cherey i Nagel, Schieicher-Schtiuu. W związku
z tóżnym układem systemu kapilarnego bibuły
ważny jest kierunek cięcia dużvch arkuszy bi-
buły na mniejsze paski (Foto I). Wymiar tych pas-

Foto 1. szybkośó nawilżania pasków bibuly w zależności
od kierunku clęcia arkuszy (Bibuła whatmana nr 1, czas
nawilżania 6 godz.) a) pasek cięty w poprzek arkusza
b) pasek cięty wzdłuż arkusza (a - pasek dolny, b - pasek

górny).

29,43 g Veronal Nat.
19,43gCHaCOONa.3HzO
180,0 ml. 0,1 N HCl
ad3lHzObidest.

Rzadziej, ale z równie dobrymi skutkami sto-
suje się bufory o składzie:
1) 4,5 g Veronal Nat. siła jonowa : 0,048

3,6 g CHaCOONa' 3HzO pH : 8,6
30,6 ml 0,1 N HCl
ad 1000 ml HzO dest. (Pućar 21)

2) 5,9 g Veronal Nat. siła jortowa : 0,07
3,88 g CHaCOONa' 3HzO pH : 8,6
1,5 g NaCl
40,0 ml 0,1 N HCl
ad 1000 ml HzO (Moncke 17)

3) 18,419 g Veronalu (: 0,1 M) siła jonowa :
: 0,1 pH: 8,6
85,2 ml 1 N NaOH rozpuścić w gorącej wo-
dzie i po ostygnięcu dopełnić do 1000 ml HzO
(Magas 16)

4) 1,769 g kwasu bornego
3,893 g fosforanu potasu jednozas,
5,266 g Veronalu
6,008 g Kwasu cytrynowego
ad 1000 ml HzO - doprowadzić N/5 NaOH
do pH 7,2 (Hartung 12)

Przed włożeniem pasków do komory zw7lża
się je roztworem buforowyTn, po czym nakrapla
się na nie, na zewnątrz lub w komorze płyn.
Miejsce nakroplenia jest różne u każdego nie-
mal autora, znajduje się ono jednak zwykle od
strony katody.

Ptzez włożone do komorv paski z nakroplo-
nym płynem przepuszcza się prąd. Stosowane
na 1 cm napięcie waha się w bardzo szerokich
granicach. Wiadomo, że nie powinno ono byó
zbyt wysokie, bo nie uzyskuje się wtedy prawid-
łowych rozdziałów. Bardziej ustalone sa pop],a-
dy na natężenie prądu, Autorzy wielu prac są na
ogół zpodni co do tego, że nie powinno ono prze-
kraczać 0,5 mA na 1 cm szerokości paska. Czas
przepływu prądu przez pasek zależv od zasto-
wanepo natężenia i napięcia. Zwykle leży ono
w granicach 24 godz.

Po skończonym tozdziale paski utrwala się, to
znaczy denaturuje białko rozdzielo,nych frakcji
przez suszenie pasków w temp. 105-115o przez
15-30 min. ( w zależności od metodyki). Utrwa-
lone paski poddaie się barwienu. Do teBo celu
stosuje się obecnie czerń amidową 10B/Amido-
schwarz l0 Bl, błękit bromofenolowy i azokar-
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min B lub G. Najczęściej używany jest pierwszy
z podanych barwników Gra ss amn i Han-
nig, Pućer, Bielawski, Hartung
i nni). Stosuje się nasycony roztwór czerni ami-
dowej w kwasie octowym i alkoholu etylowym
lub metylow)rm w stosunku 1 :9. Barwienie
trwa 10 min. odbarwianie w roztworze kwasu
octowego lod. i alkoholu w podanym uprzednio
stężeniu, około 4 godz. Dość często stosuje się
0,10/o błękit bromofenolowy w etanolu zawiera-
jącym 100/o chlorku rtęciowego (M a g a s). Bar-
wienie tym roztworem trwa 30 min. Bibułę od-
barwia się 50/o kwasem octowym w ciągu 40-60
min. Wielu autorów używa jako barwinka azo-
karminu B. 1 g azokarminu w kwasie octowym
lod. i alkoholu met. w stosunku 1 :9. Barwienie
trwa 15 min. Odbarwianie w kwasie i alkoholu
(w tl,rn sam)łn stosunku jak w barwniku) oraz
w 100/o kwasie octow5rm trwa około 2 godz.Każ-
dy z tych barwników ma inną zdolność wiązania
się z białkiem. Pućkar podaje, że l mg standarto-
wej albuminy ludzkiej związał 0,B5 mg czerni
amidowej 10 B.

Foto 2. surowica kuTy nT 14, rozdzielona elektroforetycz-
nie dn. 27.xI.56 r., (napięcie 3,5 V/cm., natężenie 0,5 mA/cm).
Zastosowano trzy metody barwienia: a) błękitem bromo-
fenolowym; b) czelnią amidową 10 B; c) azokarminem B
wykresy uzyskano za pomocą fotoabsorcjometru przy zasto-

sowaniu lampy sodowej.

Rozdzielone i zabarwione frakcje można ozna-
czyć ilościowo drogą eluowania lub fotometro-
wania. Czerń eluuje się w 500/o metanolu z do-
datkiem 0,020/o NaOH ioznacza stopień absorbcji
światła przy długości fali i" : 610 mu. Błękit
bromofenolowy eluuje się 20lo NazCOa w 500/o
CHgOH, a pomiaru absorbcji dokonuje się dla
dla długości fali l. : 595 mpl. Do wypłukiwania
azokarminu używa się 0,1 N NaOH, a absorbcję
światła oznacza się dla fali l. : 530 mp.

Z uzyskanych wartości absorbcji wykreśla się
krzywe, które planimetruje się, celem ilościo-
wego oznaczenia składu poszczególnych frakcji.
Ten sposób oznaczania jest jednak bardzo żmud-
ny. Dlatego czyniono dośó wcześnie próby od-
czytywania współczynnika absorbcji wprost
z zabatwionych pasków bibuły, które zanurza
się w płynie o takim współczynniku refrakcji,
który pozwala na możliwie bezbłędne odczyty-
wanie pasków. Płynem takim okazał się olej pa-

17o

rafinowy, do którego niektórzy (Grassman
9) dodają alfa bromoftaleiny. Z ottzymaną z fo-
tometrowania krzywą postępuje się dalej tak,
jak przy eluowaniu pasków. Odpada tu kłopotli-
we wypłukiwanie zabarwionego białka. Dlate-
go też metoda fotoabsorbcji znalazła wielu
zwolenników, a ponadto uważana jest za dokład-
niejszą od eluowania.

Innym sposobem ilościowego oznaczania za-
barwionych pasków jest fotografowanie pasków
i odczytywanie na mikrofotometrze stopnia za-
czernienia kliszy (Bielawski l). Z uzyska-
nych wartości wykreśla się krzywą, którą inter-
pretuje się podobnie jak w poprzednich meto-
dach. Również polarograf (H o m o l k) może
być stosowany do ilościowego oznaczania frakcji
białkowych.

Opracowanie własne
Metodą wyjściową, na której oparto się przy

opracowywaniu elektroforezy bibułowej była
technika podana przez G rassmana i Han-
niga (9).

Przy ścisłym jej stosowaniu nie udało się uzys-
kać oczekiwanych wyników. MożIiwe, że w obu
Przypadkach materiały użyte do oznaczeń były
różne. U Grassmana była to surowica ludzka,
u mnie przede wszystkim kur. Tu muszę zazna-
czyć, że o ile surowice różnych gatunków ssa-
ków nie sprawiały trudności przy rozdziale,
o tyle surowice kur nasuwały masę kłopotów.

Aparatura używana do oznaczeń składa się z:
1) Prostownika lampowego wykonanego przez

Katedrę Radiotechniki Politechniki Gdańskiej.
Prostownik daje prąd wyjściowy o napięciu
40-500 W i natężeniu 1-50 mA, Pobór mocy
przy pełn;,rn obciążeniu wynosi około 45 W.

Fot. 3

2) Komory wilgotnej, o wymiarach 60 X 23
X24 cm.

3) Fotoabsorpcjornetru (wykonanego prz,ez
p. Mgr K. Wójcika z Zakładu Fizjologii Zwieruąt
WSR w Krakowie).

4) Planimetru.
Do elekroforezy używano bibuły Whatman

nr 1, którą wyselekcjonowano jako najlepszą
z innych numerów tej bibuły oraz z bibuły fir-
my Mecherey i Nagel. Paski cięto o w;rmiarach
4X40 cm wzdłuż arkusza bibuły, gdyż okazało
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się, że taki jest kierunek sieci kapilarnej bibuły.
Roztwór buforowv przygotowywano w zasa-

d,zie wlg Michaelisal i tiń że Źakrnaszano go
bardziej, do pH B,5 dla surowic świń, i pH B,3 dla
surowic kur. Siła jonowa buforu wynosiła 0,1.

Trzy paski o podanych uprzednio w5rmiarach
zawieszano w komorze wilgotnei w pozycji po-
ziomej i zanurzono przed nakropleniem surowi-
cy do zlewarowanych naczyń z buframi. Głębo-
kość zanurzenia wynosiła 2 cm. Po całkowitym
nawilgnięciu pasków, co trrva 60 min., na 15 cm
od poziomu buforu, na przy katcdowym krańcu
nakraplano w postaci kreski, pipetą do krwi
0,01 ml nierozcieńczone,i surowicy kur, 0,005 m1.
surowicy świń. Nakraplanie większych ilości su-
rowicy powodowało zaciemnienie obrazu ele-
ktroforetyczne8o.

Foto 4. Rozdział elektroforetyczny SuIowicy świni nr 8413,
nakroplonej rv różnym rozcieńczeniu, a),nierozcieńczona
surowica, u) rozcień;3;n'; 

J],o;}".:"Tcieńczenie 
7:2 (7 cz,

Do naczyń z buforami doprowadzano prąd,
przez zanurzenie w nich elektrod platynowych
o wymiarach 1X27,BX0,01 cm. Obok naczyń
z buforami umieszczano dodatkowe naczynia
z walcami bibuły służącej do utrzymywania od-
powiedniej wilgotności w komorze. Natych-
miast po nakropleniu surowicy zamykano
szczelttie komorę i włączano prąd.

Dla surowic świń stosowano prąd o napięciu
180-190 Y (4,5-4,75 V/cm), natężeniu 0,5 mA

Foto 5. Elektroforetyczny lozdżiał Sulowicy świni i kury
w tych samych warunkach _ pH buf oru 8,5, napięcie
4,5 V/cm, natężenie 0,5 mA/cm, czas elektrof olezy 18 godz,
a) surowica śWini - warunki odpowiednie do Tozdziału,
b) Surowica kury - warunki nieodpo,vyiednie do rozdziału.

na 1cm szerokości paska, dla surowic kur prąd
o napięciu 140-1BOV (3,5-4,5v/cm) i natęże-
niu 0,5 mA na cm, Czas elektroforezy dla suro-
wic świń wynosił 18-20 godz", dla surowic kur
18-19 godz.

Stosowanie zbyt małych napięć np. 130 V dla
surowic kur powodowało słaby rozdział suro-
wicv.

Również zbvt wysokie napięcia nie wpływają
korzystnie na rozdział białek. Przy stosowaniu
y,,ysokieh napięć wytwarza się duża ilość ciepła
Joula, którą trzeba likwidować dodatkowym
układem chłodniczym-

gatunkuzwierzęcieo."u"l'u"r'J;3il""§B[lT"'3n,*€r.="T€'Ć
troforeZy 19,5-20 godz.). a) napięcie 4,5 vlcm, natężenie
0,5 mAi cm; b) napięcie 5,0 v/cm, natężenie 0,5 mA/cm;

c) napięcie 10,3 v/cm, natężenie 0,5 rnA/cm,

Tenrperatura w czasie przebiegu elektrofore-
zy wynosiła od 17o r1o 20oC, w zależności od
temperatury otoczenia. Zauważono, że takie
wahania nie mają zasadniczego wpływu na prze-
bieg rozdziału białka. Po ukończon)rm rozdziale
paski bibuły rozpinano sztywno na ramkach,
aby uniemożliwió spływanie białka do punktów
najnizei położonych, i wstawiano na 15 min. do
suszarki o temp. 110oC, celem zdenatruowania
b'ałka. Utrwalanie pasków w tej temperaturze
daje ostre obrazy rozdzie|onych frakcji.

Po zdenaturowaniu białka wybarwiano po-
szczeg\|ne frakcje. Jako barwnik stosowano
azokarmin B 

-10/o 
roztwór w kwasie oct. lod.

i metanolu w stosunku 1 : 9. Paski zanurzano do
barwnika na przeciąg 15 min., a następnie do
naczyń z kwasem octowvm 100/o również na 15
min. do każdego naczynia, aż do zupełnego od-
barwienia bibułv wolnei od białka.

Najczęściej uzyskiwano widoczne cztery
frakcje, niekiedy tylko pięć. Podobne wyniki
uzyskali dla tych samych gatunków zwietząt
Stóckl i Choppard.

Zabarwione paski suszono na powietrzu mię-
dzv arkuszami bibuły. Po wysuszeniu paski fo-
tometrowano. W t5rm celu zanurzano je do wa-
nienek z olejem parafinow5rm, a następnie
wkładano miedzv dwie szklane płytv, uważaiąc,
aby nie było pecherzyków powietrza. Płvty
umieszczano na drodze promieni światła sodo-
wego padającego po przejściu przez płytę na
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fotokomórkę, Prąd wzbudzony w fotokomórce
powoduje wychylenie strzałki galwanometru
wycechowanego w jednostkach absorbcji. Przez
odpowiednie przesuwanie wiązki światła nad
różnie absorbującą promienie świetlne bibułą,
uzyskuje się wykres obrazujący rozdział białka
na bibule.

Fóto 7. Rozdział elektroforetyczny białek surowicy kury
w tych Samych waIunkach. Poszczególne paski wykazują
różne ilości frakcji, od 4 do 5. a) cztery frakcje, b) c) po

pięó frakcji.

Przed zastosowaniem fotoabsorpcjometru
próbowano eluować paski w roztworze 0,1
N NaOH i odczytywać poziom wypłukanego
białka przy pomocy koloryrnetru Pulfrich a, przy
długości fali l : 530 mp. Metoda ta jest jednak
bardzo kłopotliwa w zastosowaniu, zajmuje du-
żo czasu, a uzyskane tą drogą wyniki nie od-
zwierciecilaj ą f aktyczn ego r ozdziału białek.

Z otrzyrnanego wykresu wyznaczano plani-
metrycznie procentowy skład poszczegóInvch
frakcji,

Absolutną ilość białka w każdej frakcji wyli-
czano z azotu białkowego surowicy, którego po-
ziom uzyskiwano metodą Kjeldahla.

Poziom białka i frakcji białkowych surowic
świń i kur elektroforezą, oraz metodą wystala-
nia wg Gornalla w zestawieniu z danymi in-
nych autorów przedstawia tabela nr III.

Uzyskane dane dla frakcji bałkowych toz-
dzielonych elektroforetycznie, otaz frakcji
otrzymanych drogą wysolenia jak i porównanie
wyników badań własnych z wynikami prac in-
nych autorów pozwalają przypuszezać, że poda-
na metoda elektroforetycznego rozdziału białek
daje prawdziwy obraz i może być stosowana do
dalszych prac laboratoryjnych.

Ze wzg|ędu jednak na dużą labilność orga-
nizmu zwierzęcego, co podaje w przekonywują-
cej tabeli Stóckl, (tabl. nr IV), nie udało się do-
tychczas zastosować elektroforezy do badań kli-
nicznych w diagnostyce weterynaryjnej.
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Nie umniejsza to jednak możIiwości jej szero-
kiego stosowania do badań nad budową białek,
ich składu aminokwasowego, do badań nad lo-
kalizacją przeciwciał, ich stosunku do odpo-
wiednich antygenów, do przeprowadzania doś-
wiadczeń z izotopami itp.
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9. locbKo - |PyHABEK

3IlEKTPoooPETHqEcKHŹ METoA PA3AEnA
EEnoK cblBoPoTKH KPoB],| B CBETE

HccnE.ąc B^Huń PA3/ll,,l t{ H blX ABToPoB
lł coEcTBEHHoro u3Y gEqufl

['lpneogłrcn MeToA 3rteKTpoOopeTH9ecKoro po3Aero
cblBopoToK KpoBH cBHHei lł xyp. l1prłnneuux 6yqop no
Mnverrlcy npl pH 8,5 nnn cHBopoToK csł{xefi n pH 8,3

Am cblBopoToK KypHlł. Hoxlor cnIo pocTBopoe 0,1, Hon-
prxeHxe roro 4,5-4,75 V/rłrur npn 0,5 MA/qin An, cblBo-
poror csnxefi n 3,5-4,5 V/umjnpn 0,5 nnA/qnł Ani cblBo,
poToK Kyp. Bpeun alerrpoąope3o Am cblBopoTor cełHeń

- 18-21 gocoB H An, cblBopoTor ryp 18-19 rocoa. l]o,
,y,{oeMbte opoK|łHH onpeAerrrlH KonhgecTBeHHo nph no,
MoułH ooTooócopóqrłorvrerpo H nroH}lMerpo. Peaylurorst
onpeAelenłX oreHb cxoAHbl c pe3yrlbToToMH nph Krlocnqe,
cKHM MeTo4e Tłcerrłycn (roól. lll)

LECH DZIAŁOSZYŃSKI MIROSŁAWA MACIEJEWSKA

J. JUŚKo _ GRUNDBoECK

ELECTROPHORETIC METHOD OF
PARTITION OF BLOOD SERUM PROTEINS

Summary
Ą description of the electrophoretic method of par.

tition of blood sera of normal pigs and hens. Michaelis'
buffer of pH 8,5 for swine and pH B,3 for hen sera
was used, The ionic force of the two buffers : 0,1.
Voltage of the current 4,54,75 V/cm and 0,5 mA/cm
for herr sera. The time of electrophoresis was for swi-
ne sera 18-20 hours, for hen sera 18-19 hours, The
obt,ained fractions were quantitatively determined by
the use of a photoadsorptionmeter and subsequently
by the use of a planimeter. The obtained results are
close to classic electrophoresis of Tiselius (table III).

Metodyka pracy,
Krew pobierano z żyły jarzmowej rano

o godz. ?-mej przed wyjściem koni do pracy
i pozostawiano w temperaturze pokojowej na
kilkanaście godzin. W tym czasie następowało
opadanie krwinek, skrzepnięcie osocza, ściąg-
nięcie skrzepu i wyciśnięcie surowicy, którą
oddzielano przez dekantację i wirowanie. Ogó-
łem pobrano od każdego konia krew dziesięcio-
krotnie na przestrzeni czterech miesięcy.

Rozdział elektrof ore ty czny (4) przeprowadza-
no na aparacie podobnym do tego, jaki opisał
M a g a s (6). Naczynia elektrodowe miały po-
jemność 0,75 litra, a powierzchnia elektrod
węglowych wynosiła 70 cm2. Roztwór buforu
mieścił się w podłużnych rynienkach szklanych
długości 60 cm o przekroju półkolistym i pro-
mieniu około 3 cm. Stosowaliśmy bufor fosfora-
nowy o pH : 7,6 i sile jcnowej I : 0,09. Żródło
prądu stałego stanowił zasi|acz lampowy wy-
posażony w woltomierz i amperomierz.

W odróżnieniu od innych autorów stosujących
wąskie paski bibuły o szerokości 2 do 5 cm,
używaliśmy odcinków bibuły o w;rmiarach
17,5 X 38 cffi., na których odkreśIaliś-
my ołówkiem pięć pasków o wymiarach
3,5 X 38 cm. Surowicę nakładaliśmy na
każdy z nakreślonych pasków, które sta-
nowiły jedną całość. Na każdym odcinku
bibuły umieszczaliśmy pięó surowic. Stwier-
dziliśmy, że taki sposób postępowania, wpro-
wadzony przez asystenta tutejszego Zakła-
du inż. T. Kotika, daje bardziej jednorodne roz-
działy, niż używanie Iuźno leżących wąskich
pasków. Używaliśmy bibuły Macherey Nagel
nr 61 i rozdziały prowadziliśmy w poprzek bie-
gu włókien bibuły. W komorze wilgotnej mieści-
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Frakcje białkowe surowicy krwi konskiej
z Katedry Fizjologii zwietŁąt WSR w Poznaniu

Kierownik: Doc. dr LEcIt DzIAŁoszYŃsKI

Określenie frakcji białkowych surowicy krwi
ma z|laczenie diagnostyczne i prognostyCżne, to
też w ostatnich latach pojawiło się mnóstwo
prac poŚwięconych temu zagadnieniu w odnie-
sieniu do krwi człowieka. określono średnie
wartości dla poszczególnych frakcji surowicy
krwi ludzkiej w stanach Iizjologicznych, oraz
w przypadkach niektórych schorzeń. (1)

Jeśli idzie o zwierzęta to sprawa frakcji biał-
kowych surowicy krwi jest zrracznrie słabiej
opracowana , a przy tym jest ona bardziej skom-
plikowana ze względu na różnice gatunkowe,
lecz nawet w ramach tego samego gatunku spo-
ty rtości ch
di , Wg. ,2)
u amej ch
w tych samych warunkach spotyka się poważne
różnice w zawartości białka w odnośnych
frakcjach surowicy.

Ze wzglę§u na znikomą ilość danych w litera-
turze dotyczących zagadnienia frakcji białko-
wych w osoczu krwi końskiej, postanowiliśmy
przebadaó grupę koni roboczych, półciężkich,
pracujących w zakładach doświadczainych WSR
w Poznaniu. Grupa składała się z pięciu wała-
chów i jednej klaczy. W trakcie wykonywania
pracy jeden z wałachów zostaŁ oddany na rzeź
na skutek choroby kopyt (rak strzałki). Uzyską-
ne wyniki odnoszą się więc do czterech wała-
chów i jednej klaczy. Celem pracy jest określe-
nie średnich wartości dla grupy zwietząt.

Przebadane konie miały następujące imiona
i wiek:
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