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je. We wszystkich takich przypadkach nastepuje
w mniejszym lub w wiekszym stopniu zaburzenie
W przesuwaniu sig¢ mas pokarmowych i gazow, wsku-
tek czego powstaje atonia przedzotadkéw.

Nagle zatkanie kulami wlosianymi otworéw miedzy
przedzolgdkami lub odzwiernika spotyka sie przewaz-
nie u cielgt lub owiec, rzadziej natomiast u zwierzat
derostych. Wystepuje przy tym silne wzdecie brzucha,
niepokodj i stekanie zwierzecia, a nawet ruchy wymiot-
ne, przy ktorych zatykajgca kula wilosiana moze byé
wyrzucona na zewnatrz przez jame gebows, co pro-
wadzi do szybkiego wyzdrowienia. — W przeciwnym
wypadku wystepuje ucisk gazdw, przyspieszenie tetna
oraz oddechow i szybka S$mier¢ zwierzecia. Dla roz-
poznania ma wielkie znaczenie nagle pojawienie sig
wzdecia przy podejrzeniu mozliwosci wystepowania
w zoladku kul wlosowych wzgl. ro§linnych. Objaw ten
jest zwlaszcza wowcezas wazny, jezeli przed jego zaist-
nieniem zaobserwowano objawy lizawosci u zwierzgeia
lub w czasie wymiotéw zostaly wyrzucone kule wzgl.
wychodzily z odchodami.

Przypadek wltasny

Przypadek, ktory obserwowalem ostatnio w pazdzier-
niku 1955 r., dotyczyl cieliczki 4-mies., czarno-biatej,
wilasnos¢ spéidzielni produkcyjnej w S. Cieliczka byta
chowana wraz z byczkiem 3 mies. i obie sztuki nawza-
jem sie lizaty. Nagle u cieliczki wystgpito silne wzdecie.
Po zastosowaniu ruminolu, masazu stabizny i odpo-
wiedniego ustawienia wzdecie ustgpito. Badanie dete-
ktorem wykluczylo obecnosé metalicznego ciata obcego.
W nastepnych dniach wzdecie powtorzylo sie, a zasto-
sowanie oleju rzepakowego do wewnatrz zlagodzilo
slan chorobowy. Po 2 tyg. wystgpilo wzdecie tak
gwaltowne i polgczone z tak silng duszno$cig, ze
musiano sztuke dobi¢ bez dokonania punkcji zZwacza.

Po wezwaniu przeprowadzitem badanie poubojowe
miesa, ktére wykazalo obecno$¢é w czepcu bezoaru
w postaci kuli wlosowej wielkosci duzego jablka
(ryc. 1 i 2), co bylo powodem przypadlo$ci zotadkowej.

Wnioski:

1) Bezoary u bydla objawiajg sie nagltymi, gwaltow-
nymi wzdeciami, nie dajacymi sie wyttumaczy¢ skar-
mianiem pasz fermentujgcych. 2) Dla rozpoznania
wielkie znazzenie ma ujemny wynik badania detekto-
rem (wyklucza reticulitis traumatica) jak rowniez
wystepowanie wymiotow, obecnos¢ wloséw w odeho-
dach oraz uprzednio zaobserwowana sklonnos¢ do
lizawosci. 3) W razie podejrzenia obecnosci bezoaru na-
lezy zastosowaé punkcje zwacza, podawaé w wieksze]j
ilo$ci oleiste $rodki przeczyszczajace, jak olej mycyno-
wy w odwarze siemienia lnianego w dodatkiem Rhiz.
Veratri. Najpewniejsze jest chirurgiczne usuniecie be-
zoaru z zotadka poprzez rumenotomie.

Ryc. 1. Zaljczone zdjecie przedstawia zbita kule wtosiang
(bezoar) wielko§el duzego jablka wyjeta z zotadka jaldwki

Ryc. 2. Powierzchnia przekroju bezoafu

Pismiennictwo

1) Joest: Handbuch d. spez. pathal. Anatcmi: d. Hau-
stiere T. I, 1926. 2) Mysz kin: Bolezni krupnowo rogatowo
skota. 1940, 3) Oppermann: Lehrbuch der Krankheiten
des Schafes. 1929. 4) Ortowski: Nauka o chorobach we-
wnetrznych, Tom VI — narzad trawienia — 1852. 5) Zulin-
s ki: Przypadek pilobezoara w zolgdku $wini, Med. Wet.
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Z PRAKTYKI LABORATORYJINEJ

JADWIGA JUSKO-GRUNDBOECK

Metoda elekiroforetycznego rozdziatu biatek surowicy*)

‘Z Zakladu Biochemii

Elektroforeza jest dzi§ nieodzowng metods
do rowigzywania wielu zagadnien z dziedziny
chemii fizjologicznej. Wysuwa sie ona na czoto
fizyko-chemicznych metod, przy pomocy kté-
rych mozna scharakteryzowaé przede wszyst-
kim bialka, jak réwniez caly szereg prostych

*) Referat wygloszony w dniu 20 grudnia 1958 r. na posie-
dzeniu PTNW i Tow. Przyr. im. Kopernika w Pulawach.

Instytutu Weterynarii

w Putawach

i zlozonych zwigzkéw chemicznych. Przy po-
mocy tej metody mozna przy zastosowaniu izo-
topowego P32 obserwowa¢ przemiany fosforo-
we w erytrocytach; okredla¢ poziom fosforu
i zelaza. Elektroforeze zastosowano réwniez do
badania enzyméw w réznych wyciggach. Prze-
prowadzono elektroforetyczng analize p —
glukuronidazy, badano przy pomocy tej meto-
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dy cytochrom C, oddzielano aktywna hyaluro-
nidaze od nieaktywnych jej zanieczyszczen.
Metoda ta posluzyla réowniez Latnerowi
i wsp. do okreslania poziomu wit. Bi2. Hosoya
analizowal przy jej pomocy sulfonamidy. Row-
niez w immunochemii metoda ta znalazta sze-
rokie zastosowanie. Gros przy uzyciu waliny
z C' badat niektére przeciwciala; Wieland
i Wirth okreslali przy pomocy elektroforezy
aktywnos¢ niektérych toksyn. Elektroforeza
jest rowniez zabiegiem technicznym, bez kt6-
rego wspdlczesna praktyka medycyny ludzkiej
nie potrafitaby sie juz obej$é, Na lamach prasy
zagranicznej i krajowej pojawiaja sie coraz
liczniejsze doniesienia o przydatnosci elektro-
forezy w diagnozowaniu takich schorzen, jak
schorzenia watroby, nerek, choroby nowotwo-
rowe. Elektroforeza uzywana jest do analizy
surowicy krwi i ptynu moézgowo-rdzeniowego.

Pojawilo sie réwniez szereg prac na temat
rozdzialu elektroforetycznego bialek surowicy
zwierzat domowych. Z badan tych wynika, ze
przydatnosé elektroforezy do diagnostyki we-
terynaryjnej bedzie prawdopodobnie bardziej
ograniczona niz w medycynie ludzkiej. Wska-
Zuje na to znaczna wariancja poziomu bialek
oraz poszczegblnych jego frakeji w surowicach
zdrowych zwierzat. Elektroforeza znajduje jed-
nakze zastosowanie w naszych placéwkach we-
terynaryjnych o charakterze badawczo-nauko-
wym, stuzy poglebieniu naszych wiadomosci
o mechanizmie walki ustroju z chorobami.

Praca niniejsza ma za zadanie przedstawic
w miare moznosci popularnie, najbardziej do-
stepng dla wiekszosci naszych pracowni techni-
ke elektroforezy bibulowej bialek surowicy.

Biatko surowicy krwi nie jest substancja
jednorodna chemicznie. Sktada sie ono z szere-
gu frakcji: albumin oraz globulin a, B, i v, ktore
réznig sie wlasnociami fizycznymi, fizyko~
chemicznymi i immunologicznymi. Doskonata
charakterystyke poszczegélnych frakeji daje
Choppard (4).

Najwiekszg iloSciowo frakcja, bo stanowiges
okolo polowe bialek surowicy sa albuminy. Ma-
sa czasteczkowa albumin = 69000. Na ich po-
wierzchni jest duza iloé¢ ladunkéw ujemnych,
stad najwieksza ich ruchliwos¢ w elektrofore-
zie. Wedlug badan Keckwicka (1948)
albuminy nie sg biatkiem homogennym, skla-
daja sie¢ bowiem z trzech frakcji rézniacych sie
miedzy sobg rozpuszczalnoscig, zdolnoscia kry-
stalizacji i zawartoscia weglowodanéw. Albu-
miny jako biatko silnie zjonizowane odgrywajg
duzg role w buforowaniu krwi. Podobnie wazne
znaczenie maja w utrzymywaniu objetosci krwi,
co wigze sie z ich duzym powinowactwem do
wody.

Goldsteinowi (1949) i Bennhol-
d o wi (1950) udato sie wykazaé zdolnosé¢ wigza-
nia sie albumin z réznymi zwigzkami, jak alka-
liczne i kwasne barwniki, aromatyczne kwasy
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karboksylowe, acetylowane aminokwasy, po-
chodne sulfonamidéw, naftochinony, barwniki
z0tciowe, witamin C, K, P, glikozydy naserco-
we, penicilina, chloromycetyna, streptomycyna
i wiele jeszcze innych $rodkéw leczniczych.
Z kazda substancjg albumina wigze sie w roz-
nym stopniu. Jesli przekroczona zostaje ta zdol-
nos¢, zwiazki lacza sie z globulinami, lub znaj-
duja sie wolne we krwi.

Alfa i beta globulinry zawierajag duzo weglo-
wodanéw i lipidow. Edsall (1947) ekstraho-
wat z o i B globulin nastepujgce substancje:
cholesteryne, barwniki zoéiciowe, fosfolipidy,
kwasy tluszczowe, rozpuszczalne w tluszczach
witaminy i hormony. Oestrogen znajduje sig
w 75% w lipoidowej frakcji beta globulin.
Ponad to frakcja ta wigze miedz (3; globulin),
zelazo (1 mg wigze 0,38—1,25 Fe+ 1) i okolo
3/4 trombiny tzw. protrombine,

W 1936 r. Tiselius stwierdzil niehomo-
gennos¢ vy-globulinn. Whurmann, Wun-
derley i Nicola dowiedli pézniej jesz-
cze raz przy pomocy precypitacji, adsorbcji
w ultrafiolecie i wysalania, ze y-globuliny sa
biatkiem niejednorodnym. Raubert (1947)
rozfrakcjonowal y-globulin na dwanascie pod-
grup. Cann, Brown, Kirkwood roz-
tozyli bydlecy y-globulin na osiem skladnikéw.
Dla y-globulin przyjmuje sie mase czasteczko-
wa rowng 156.000. Sposréd globulin «, B, globu-
liny v wypadaja z roztworu przy najmniejszym
nasyceniu 33%o(NH4)2SOs. Wg Cohna we
frakeji y-globulinowej znajduje sig¢ 98%o globu-
lin odpornosciowych. Dotychczas znaleziono w
tej frakeji przeciwciala przeciw dyfterii, dyzen-
terii, paratyfusowi, tyfusowi, szkarlatynie i wie-
lu innym chorobom.

Zwiekszenie poziomu globulin odbywa sie
zwykle kosztem spadku albumin. Ma to miejsce
przy ostrych i chronicznych stanach zapalnych,
przy uszkodzeniu watroby, nerek, ukladu lim-
fatycznego, przy czym nastepuje charaktery-
styczny dla danego schorzenia wzrost jednej z
frakcji. Np. przy schorzeniach nerek zwieksza-
ja sie @« i B globuliny, przy vy-plazmocytomie
limfogranulomie zwiekszajg sie <y-globuliny,
przy f-plazmocytomie p-globuliny. Poziom
v-globulin wzrasta po przebyciu choréb zakaz-
nych.

Stad wazne dla praktyki i nauki medycznej
jest otrzymywanie poszczegélnych frakeji bial-
ka surowicy. Mozna je uzyska¢ i oznaczy¢ wie-
loma sposobami. Cohn i wspdlpr. frakcjono-
wali biatko w réznym stezeniu alkoholu etylo-
wego, w obecnosci okreslonych niewielkich ste-
zen elektrolitoéw. Proces caly przeprowadzano
w niskiej temperaturze. Gornall (7) wysalat
bialko w punkcie izoelektrycznym siarczanem
amonu w réznym nasyceniu. Wytracone frakcje
rozpuszczal w 1% chlorku sodu i oznaczal kolo-
rymetrycznie przy pomocy reakcji biuretowej.
Aull i Mc Card (10) zastosowali fosforan
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potasu jednozasadowy w réznym stezeniu do
wytrgcenia poszczegdlnych frakcji, ktore ilos-
ciowo oznaczali fotometrycznie. h

Obecnie do iloSciowego oznaczania frakcji
biatkowych stosuje sie coraz czesciej metode
elektroforezy. Pod nazwg elektroferezy rozumie
sie wedrowanie jonéw w roztworach wodnych
w polu elektrycznym. — Rozrézniamy elektro-
foreze wolng i bibulowg. Obie metody réznig sie
miedzy sobg Srodowiskiem, w ktérym przebie-
ga rozdzial. Dla elektroforezy wolnej jest nim
bufor, dla bibulowej matryca bibutowa nasyco-
na buforem.

Rézine tez sa sposoby ilosciowej oceny otrzy-
manych frakcji. W elektroforezie wolnej steze-
nie frakcji oznacza sie na podstawie wspolczyn-
nika refrakcji, ktéry da sie rejestrowac fotogra-
ficznie, za§ w elektroforezie bibulowej ocenia
sie ilos¢ otrzymanych w rozdziale frakcji na
podstawie zdolnosci adsorbowania przez nie
barwnika. Przy poréwnywaniu obu technik na-
lezy zwrdci¢ uwage i na to, ze przy wolnej elek-
troforezie uzyskuje sie calkowite wydzielenie
obu skladnikoéow.

W zalezno$ci od iloSci uzytego biatka moéwi
sie o:
makroelektroforezie — 100 mg suchej substan-
cji biatka,
potmikroelektroforezie — 10 mg suche]j substan-
cji biatka,
mikroelektroforezie — 1 mg suchej substan-
cji biatka.

Odpcwiada to przy 5% biatka w surowicy
krwi 2 ml surowicy dla makroelektroforezy,
0,2 ml dla pétmikro i 0,02 ml dla mikroelektro-
forezy.

Makroelektroforeza jest klasyczna elektro-
foreza Tiseliusa — elektroforeza ,,wolna“.
Na aparacie Tiseliusa oparta jest aparatu-
ra Zeissa. Biatko, to znaczy surowice krwi
daje sie do rurki w ksztalcie litery U (o rdz-
nej Srednicy w zalezno$ci od typu apa-
ratu), w ktéorej jednym ramieniu znajduje
sie roztwor buforowy o pH 9,2 i sile jono-
wej 0,1. Nieco tego roztworu znajduje sie réw-
niez i ponad surowicg w drugim ramieniu rur-
ki U. Do obu ramion przyklada sie réznoimien-
ne bieguny. Przez surowice i bufor plynie prad,
o napieciu 100—215 V i natezeniu 10/20 maA,
ktéry w ciggu 2 do 3 godz. powoduje rozdzial
surowicy na frakcje. W aparaturze Zeissa uzys-
kuje sie od razu wykres ramienia wstepujace-
go i zstepujacego rozdzielonych frakcji. Wykres
taki interpretuje sie pdzniej ilosciowo przy po-
mocy planimetru. Podobne postepowanie za-
stosowali miedzy innymi Deutsch i Good-
le (5).

Opisana tu w skrécie metoda jest bardzo
skomplikowana. Wystarczy powiedzie¢, ze dla
pomyslnego przebiegu elektroforezy konieczny
jest system chlodniczy, ktéry wymaga osobno
skonstruowanej chlodni. Aparaty do wolnej
elektroforezy ze wzgledu na osobne urzgdzenia

chlodnicze, termostat, urzadzenia elektryczne
do regulowania napiecia i natezenia pradu,
skomplikowane urzadzenia optyczne do odczy-
tywania rozdzielonych frakcji, sq bardzo kosz-
towne i dlatego trudno dostepne wielu pracow-
niom naukowym. Znaczny koszt aparatury do
wolne]j elektroforezy, oraz konieczna duza ilosé
materialu do rozdzialu zmusilty dosé¢ weczesnie
réznych badaczy do szukania innych sposobow
rozdzielania substancji w polu elektrycznym.

Koénig i Kloubusitzky (1937 i 1939)
zastosowali po raz pierwszy bibute filtracyjna,
jako matryce do rozdzialu w polu elekirycznym
Jadéw wezy i barwnikéw. W 1948 roku.
Wieland i Fischer zastosowali te¢ meto-
de do rozdziatu bialek, peptydéw i aminokwa-
soéw. Poszczegélne frakcje uwidaczniano spec-
jalnymi barwnikami. W 1950 r. Tiselius
i wspblpracownicy opisali dosé szczegdlowo
metode elektroforezy przy zastosowaniu bibuty
filtracyjnej. Dalsze prace Tiseliusa, Tur-
by, Cramera, Durrum przyniosty sze-
reg ulepszen w tej dziedzinie.

Zaleta elektroforezy bibulowej jest prosta
aparatura, mala ilos¢ materialu do analizy,
mozliwos¢ przeprowadzenia seryjnych ozna-
czen, oraz uzyskiwanie poszczegdlnych frakeji
w stanie nadajacym sie do dalszych oznaczen.
Wadg metody jest mniejsza: dokladno$¢ oraz
trudnos¢ bezposredniego wymierzenia ruchli-
woscl czgsteczek.

Zasada elektroforezy bibulowej jest taka sa-
ma jak i elektroforezy wolnej: rozdzial pod
wplywem pradu elektrycznego, bialek, sklada-
jacych si¢ z réznych frakcji, z ktérych kazda
w danym roztworze, jakim jest stosowany do
tych celéw alkaliczny bufor, ma rdzng ilosé¢
fadunkéw ujemnych, warunkujgcych ich rézna
szybko$¢ wedrowania.

Elekroforeza (jak juz wspomniano) polega na
ruchu drobin opatrzonych ladunkiem elektrycz-
nym dodatnim lub ujemnym w polu elektrycz-
nym. Elektroforeza biatek zaktada zatem istnie-
nie drobin biatka elektrycznie nieobojetnych.
Dla zobrazowania tego zagadniena przedstawieg
zachowanie sig czgsteczki aminokwasu glicyny
w roztworze o réznym pH.

Glicyna w roztworach wodnych wystepuje
jako dipol, to znaczy czgsteczka opatrzona
réznoimiennymi znakami. W §rodowisku kwas-
nym glicyna ma tadunek plus (jest forma katio-
nowsg), w Srodowisku alakalicznym przewaza
glicyna anionowa (tabl. I).

W czasteczce biatka aminokwasy R — CH —
NH: — COOH 1Iacza sie ze sobg tworzac wiaza-
nia peptydowe — CO — NH, ze znajdujacymi
sie na zewnatrz lancucha wolnymi grupami NHe
i COOH. Oddziatywanie bialek zalezy od
ilosci wolnych grup karboksylowych COOH,
Iub aminowych NHz. Przy pewnym okreslo-
nym stezeniu jonéw wodorowych roztworu,
grupy karboksylowe i aminowe sg zdysocjo-
wane w jednakowym stopniu, to znaczy
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Tabl. I

ilos¢ ladunkéw dodatnich jest réwna ilosci
fadunkéw ujemnych. To stezenie jonéw wodo-
rowych, charakterystyczne dla kazdego biatka,
zwane jest punktem izoelektrycznym. Wzajem-
ny stosunek réznoimiennych tadunkoéw, prze-
waga jednego z nich, na powierzchni czasteczki
biatka okresla rodzaj tadunku calej czasteczki,
a tym samym jej charakter. — Podana za
Carpenterem (2) tabela wymownie ilu-
struje przytoczone fakty (tabl. II).

Tabl II

Ruchlivoic elektro éretgczna i punkt
izoelektryczny 4 frakeji biaikowﬂch

surowic normalnych

ruchlinosé w em®/volt/sec x 10°

P H nlLumintj .(-glalu’iny k-slobu]ins)’.sfobu’imj
6.02 |- 4.¢0 —3.34‘ -2.55 +0.01
8.03 |- 7.4s |- 646 | -4.20(-1.51
punkt

izoelektd .64 | 5.06 52| 6.00

Ujemnie naladowane czasteczki biatka (for-
my anionowe) wedruja w polu elektrycznym
do bieguna dodatniego (anody), przy czym szyb-
kos¢ poruszania sie tych czasteczek zalezy od
ai‘.’ssolutnej ilo$ci wolnych protonéw lub elektro-
now.

Jesli czasteczka bialka znajdzie sie w roztwo-
rze o nizszym stezeniu jonéw wodorowych, niz
jej punkt izoelektryczny, wtedy staje sie ona
kationem i wedruje w polu elektrycznym do
bieguna ujemnego (katody).

Elektroforeze przeprowadza sie z reguly
w roztworze o pH duzo wyzszym niz punkt izo-
elektryczny rozdzielanych bialek. Wynika stad,
ze biatka w tych warunkach bedg mialy tadu-
nek ujemny, a wiec bedg wedrowaty do anody.
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Zgodnie z dzialaniem pola elektrycznego ruch
czgsteczek powinien zachodzic w kierunku
zblizonym do prostolinijnego. Jednakze splata-
na ni¢ blonnikowa kapilar tworzacych bibule
sprawia, ze ruch drobin biatka jest nieregular-
nie falisty, wskutek czego szybko$¢ wedrowania
omawianych anionéw jest duzo mniejsza niz to
ma miejsce w elektrorezie wolnej. Bufor, w kté-
rym przebiega elektroforeza, stanowiacy faze
zawieszajacg koloidu bialkowego posiada tadu-
nek dodatni, wedruje wigc do katody. Zjawisko
to nosi nazwe elektroosmozy. Sama substancja
bibuty natadowana jest ujemnie, stwarzajgc
w ten sposob warunki do adsorpcji czasteczek
réznoimiennych.

Na ruch czgsteczek ma réwniez wplyw =zia-
wisko dyfuzji. Dzieki niemu np. prébka materia-
hu nalozona na pasek pod postacig kropli, przyj-
muje po pewnym czasie ksztalt smugi, lezacej
w poprzek paska. Zasadnicze znaczenie dla
dobrego rozdzielenia si¢ poszczegélnych frakeji
ma nawilgocenie paska bibuty. Juz samo naloze-
nie probki powinno nastgpi¢ na niezbyt suchy
i niezbyt nawilgocony pasek. W czasie elektro-
forezy nalezy utrzymywac¢ stopien i rownomier-
no$¢ nawilgocenia na staltym poziomie. Uzysku-
je si¢ to droga odpowiedniego zanurzenia kon-
c6w paskéw w buforze, dobranie pradu o odpo-
wiednim napieciu i natezeniu (zalezne od tego
tworzgce sie cieplo Joul’a wzmaga parowanie
wody z paskow) a przede wszystkim zastosowa-
nie szczelnej komory wilgotnej zapobiegajacej
parowaniu.

O ruchliwoséci czgsteczek biatka oprécz ich
ladunku decyduja stezenie jonow wodorowych
i sita jonowa roztworu, od ktérej zalezy prze-
wodnictwo roztworu, oraz prad cieczy przeciw-
ny kierunkowi wedrowania biatka, parowanie,
osmoza, adsorpcja na bibule, i system kapilarny
bibuty., O prawidlowym rozfrakcjonowaniu
biatka decyduja w znacznym stopniu dwa kom-
ponenty: stezenie jonéw wodorowych i sila jo-
nowa roztworu.

Szersze omoéwiene aparatury uzywanej do
elektroforezy bibulowej, $rodowiska w jakim
odbywa sie rozdziat biatka oraz sposobéw ilo-
sciowe] interpretacji rozdzielonych frakcji wy-
daje sie celowe.

Aparatura konieczna do elektroforetycznego
rozdziatu bialek sktada sie z:

1) Prostownika lampowego, ktéry prostuje
prad plynacy z sieci. Prostownik taki zaopatrzo-
ny jest w transformator, ktéry pozwala na tran-
sformowanie pradu z napiecia 220 V do potrzeb-
nego napigcia. Prad wychodzacy z aparatu
kontroluje si¢ na urzadzeniach pomiarowych
wmontowanych w prostownik.

2) Komory wilgotnej, wykonanej z akwarium,
plyt winidurowych lub plexiglasu. Wewnatrz
komory znajduja sie naczynia na bufor polgczo-
ne elektrodami weglowymi, platynowymi, lub
sporzgdzonymi ze specjalnego metalu z prgdem
plynacym =z prostownika. Najdogodniejsze
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w stosowaniu s3 elektrody platynowe. Ze wzgle-
déw ekonomicznych czesto stosuje sie elektrody
weglowe, ktére muszg mieé¢ jednak odpowied-
nio duzg powierzchnie, na co zwraca uwage réw-
niez Magas (16). Na kazdy 1 mA natezenia
pradu przeptywajacego przez uklad wystarczy
okoto 10 cm? powierzchni elektrody. Przy stoso-
waniu elektrod weglowych nalezy pamietaé¢ o
o tym, ze latwo rozpylaja sie one w buforze,
a ponad to na ich powierzchni gromadza sie
produkty elektrolizy buforu.

W komorze znajduje sie réwniez dodatkowe
naczynie na bufor, w ktérym zanurzone sg ar-
kusze bibuly do nawilzania komory. Wytwo-
rzona wilgotnosé ma zapobiega¢ nadmiernemu
wysychaniu paskéw, (zdolnosé przewodzenia
przez pasek bibuly zalezy bowiem od jego na-
wilgocenia).

3) Urzadzenia do suszenia paskow w takiej
temperaturze, w ktérej nastgpi zdenaturowanie
poszczegblnych frakcji biatkowych.

4) Aparatu do odczytywania paskéw. Moze
nim byé kolorymetr przy eluowaniu barwnych
plam, Iub fotoabsorpcjometr przy odczytywa-
niu wspblezynnika obsorpceji wprost z zabar-
wionych paskéw.

5) Planimetru do iloéciowej interpretacji uzy-
skanych krzywych rozdziatu.

Srodowiskiem w jakim odbywa sie rozdzial
biatka w elektroforezie bibutowej jest, jak juz
wspomniano, bibuta i roztwoér buforowy. Bibula
do elektroforezy musi odpowiadaé pewnym wa-
runkom. Nie moze adsorbowaé¢ bialka, musi
mieé taki uklad kapilar, ktéry pozwala na szyb-
kie przesuwanie czasteczek bialka, a wlbékna
celulozowe musza by¢ odporne na kwasy i zasa-
dy. Warunkom tym odpowiada bibula z czystej
celulozy alfa. W dobrej bibule jest okoto 99,8%
alfa celulozy, 0,1% beta i okolo 0,07% czesci
mineralnych. Najczesciej do elektroforezy uzy-
wa sie bibuly Whatman nr 1, bbulty frmy Me-
cherey i Nagel, Schieicher-Schiiuu. W zwigzku
z réznym ukladem systemu kapilarnego bibuly
wazny jest kierunek ciecia duzvch arkuszy bi-
buly na mniejsze paski (Foto I). Wymiar tych pas-

Foto 1. Szybko$§é nawilzania paskéw bibuly w zaleZznosci

od kierunku ciecia arkuszy (Bibula Whatmana nr 1, czas

nawilzania 6 godz.) a) pasek cigty w poprzek arkusza

b) pasek ciety wzdiuz arkusza (a — pasek dolny, b — pasek
gérny).

koéw jest rozny, w zalezno$ci od warunkéw w ja-
kich przebiega rozdziat. ‘W literaturze podaja
rézne wymary paskéw 4X40 cm (Grassman
Hannig9), 1X29 em (Pucar 21), 2X40 cm
(Bielawski 1), 4X25 ¢cm (Moncke 17),
3,6X32 cm (Magas 16).

Druga skladowsg srodowiska, w ktérym prze-
biega rozdzial jest bufor. Najczescie] uzywany
do elektroforezy jest bufor weronalowy wg
Michaelisa o pH 8,6 i sile jonowej 0,1. Sklad te-
go buforu przedstawia sie nastepujaco:

29,43 g Veronal Nat.
19,43 g CHsCOONa .
180,0 ml. 0,1 N HCl
ad 3 1 H20 bidest.

Rzadziej, ale z rownie dobrymi skutkami sto-
suje sie bufory o skladzie:

1) 4,6 g Veronal Nat. silajonowa == 0,048
3,6 g CHsCOONa * 3H2:0 pH = 8,6
30,6 ml 0,1 N HCl
ad 1000 ml H20 dest. (Puéar 21)

2) 5,9 g Veronal Nat. sila jonowa = 0,07
3,88 g CH3COONa * 3H20 pH = 8,6
1,56 g NaCl
40,0 ml 0,1 N HCl
ad 1000 ml H20 (Moncke 17)

3) 18,419 g Veronalu (= 0,1 M) sila jonowa =
=01 pH=38,6
85,2 ml 1 N NaOH rozpusci¢ w goracej wo-
dzie i po ostygnigecu dopelnié¢ do 1000 ml H20
(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 H:0 — doprowadzié¢ N/5 NaOH
do pH 7,2 (Hartung 12)

Przed wlozeniem paskéw do komory zwilza
sie je roztworem buforowym, po czym nakrapla
sie na nie, na zewnatrz lub w komorze plyn.
Miejsce nakroplenia jest r6zne u kazdego nie-
mal autora, znajduje sie ono jednak zwykle od
strony katody.

Przez wlozone do komory paski z nakroplo-
nym plynem przepuszcza sie prad. Stosowane
na 1 cm napiecie waha sie w bardzo szerokich
granicach. Wiadomo, ze nie powinno ono by¢
zbyt wysokie, bo nie uzyskuje sie wtedy prawid-
lowych rozdzialow. Bardziei ustalone sa pogla-
dy na natezenie pradu. Autorzy wielu prac s3 na
og6l zgodni co do tego, ze nie powinno ono prze-
kracza¢ 0,5 mA na 1 cm szerokosci paska. Czas
przeplywu pradu przez pasek zalezy od zasto-
wanego natezenia i napiecia. Zwykle lezy ono
w granicach 24 godz.

Po skonczonym rozdziale paski utrwala sie, to
znaczy denaturuje biatko rozdzielonych frakeji
przez suszenie paskéw w temp. 105—115° przez
15—30 min. ( w zaleznos$ci od metodyki). Utrwa-
lone vaski poddaie sie barwienu. Do tego celu
stosuje sie obecnie czern amidowa 10B/Amido-
schwarz 10 B/, blekit bromofenolowy i azokar-
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min B lub G. Najczeéciej uzywany jest pierwszy
z podanych barwniké6w Grassamn i Han-
nig, Pué¢er, Bielawski, Hartung
i nni). Stosuje sie nasycony roztwoér czerni ami-
dowej w kwasie octowym i alkoholu etylowym
lub metylowym w stosunku 1:9. Barwienie
trwa 10 min. odbarwianie w roztworze kwasu
octowego lod. i alkoholu w podanym uprzednio
stezeniu, okoto 4 godz. Dosé czesto stosuje sie
0,1%o blekit bromofenolowy w etanolu zawiera-
jacym 10%o chlorku rteciowego (M a g as). Bar-
wienie tym roztworem trwa 30 min. Bibule od-
barwia sie 5% kwasem octowym w ciagu 40—60
min. Wielu autoréw uzywa jako barwinka azo-
karminu B. 1 g azokarminu w kwasie octowym
lod. i alkoholu met. w stosunku 1 : 9. Barwienie
trwa 15 min. Odbarwianie w kwasie i alkoholu
(w tym samym stosunku jak w barwniku) oraz
w 10%0 kwasie octowym trwa okoto 2 godz. Kaz-
dy z tych barwnikéw ma inng zdolnos$¢ wigzania
sie z biatkiem. Puékar podaje, ze 1 mg standarto-
wej albuminy ludzkiej zwigzal 0,85 mg czerni
amidowej 10 B.

Foto 2.

Surowica kury nr 14,
nie dn. 27.XI1.56 r., (napiecie 3,5 V/em., natezenie 0,5 mA/cm).

rozdzielona elektroforetycz-

Zastosowano trzy metody barwienia: a) btekitem bromo-

fenolowym; b) czernig amidowg 10 B; c¢) azokarminem B.

Wykresy uzyskano za pomoca fotoabsorcjometru przy zasto-
sowaniu lampy sodowej.

Rozdzielone i zabarwione frakcje mozna oznha-
czy¢ iloSciowo drogg eluowania lub fotometro-
wania. Czerhn eluuje sie w 50% metanolu z do-
datkiem 0,02%/p NaOH i oznacza stopien absorbcji
Swiatta przy diugosci fali A = 610 mw. Blekit
bromofenolowy eluuje sie 2% Na2COs w 50°%0
CH3OH, a pomiaru absorbcji dokonuje sie dla
dla dtugosci fali A = 595 mu. Do wyptukiwania
azokarminu uzywa sie 0,1 N NaOH, a absorbcje
Swiatla oznacza sie dla fali A = 530 mu.

Z uzyskanych wartoéci absorbceji wykresla sig
krzywe, ktére planimetruje sie, celem iloscio-
wego oznaczenia skiadu poszczegdlnych frakeji.
Ten sposdb oznaczania jest jednak bardzo zmud-
ny. Dlatego czyniono dosé wcze$nie proby od-
czytywania wsp6lczynnika absorbcji wprost
z zabarwionych paskéw bibuty, ktére zanurza
sie w ptynie o takim wspélczynniku refrakeji,
ktéry pozwala na mozliwie bezbledne odezyty-
wanie paskéw. Pltynem takim okazal sie olej pa-
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rafinowy, do ktérego niektérzy (Grassman
9) dodaja alfa bromoftaleiny. Z otrzymang z fo-
tometrowania krzywg postepuje sie dalej tak,
jak przy eluowaniu paskow. Odpada tu klopotli-
we wyplukiwanie zabarwionego biatka. Dlate-
go tez metoda fotoabsorbcji znalazta wielu
zwolennikow, a ponadto uwazana jest za doklad-
niejszg od eluowania. .

Innym sposobem ilosciowego oznaczania za-
barwionych paskéw jest fotografowanie paskow
i odeczytywanie na mikrofotometrze stopnia za-
czernienia kliszy (Bielawski 1). Z uzyska-
nych wartosci wykre§la sie krzywa, ktéra inter-
pretuje sie podobnie jak w poprzednich meto-
dach. Rowniez polarograf (H o m o1 k) moze
byé stosowany do ilosciowego oznaczania frakeji
biatkowych.

Opracowanie wltasne

Metodg wyjsciows, na ktorej oparto sie przy
opracowywaniu elektroforezy bibulowej byla
technika podana przez Grassmana i Han-
niga (9).

Przy Scistym jej stosowaniu nie udalo sie uzys-
ka¢ oczekiwanych wynikéw. Mozliwe, ze w obu
przypadkach materiaty uzyte do oznaczen byly
rozne. U Grassmana byla to surowica ludzka,
u mnie przede wszystkim kur. Tu musze zazna-
czyé¢, ze o ile surowice réznych gatunkéw ssa-
kéw nie sprawialy trudnosci przy rozdziale,
o tyle surowice kur nasuwaty mase klopotéw.

Aparatura uzywana do oznaczen sklada sie z:

1) Prostownika lampowego wykonanego przez
Katedre Radiotechniki Politechnjki Gdanskiej.
Prostownik daje prad wyjsciowy o napieciu
40—500 W i natezeniu 1—50 mA. Pobér mocy
przy pelnym obcigzeniu wynosi okolo 45 W,

Fot. 3

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

3) Fotoabsorpcjometru (wykonanego przez
p. Mgr K. Wéjcika z Zaktadu Fizjologii Zwierzat
WSR w Krakowie).

4) Planimetru,.

Do elekroforezy uzywano bibuly Whatman
nr 1, ktérg wyselekcjonowano jako najlepszag
z innych numeréw tej bibuty oraz z bibuly fir-
my Mecherey i Nagel. Paski cieto o wymiarach
4X40 cm wzdluz arkusza bibuly, gdyz okazalo
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sie, ze taki jest kierunek sieci kapilarnej bibuty.

Roztwér buforowy przygotowywano w zasa-
dzie w/g Michaelisa, z tym ze zakwaszano go
bardziej, do pH 8,5 dla surowic $§win, i pH 8,3 dla
surowic kur. Sita jonowa buforu wynosita 0,1.

Trzy paski o podanych uprzednio wymiarach
zawieszano w komorze wilgotnej w pozycji po-
ziomej i zanurzono przed nakropleniem surowi-
¢y do zlewarowanych naczyn z buframi. Glebo-
ko$¢ zanurzenia wynosita 2 em. Po catkowitym
nawilgnieciu paskéw, co trwa 60 min., na 15 cm
od poziomu buforu, na przy katcdowym krancu
nakraplano w postaci kreski, pipetg do krwi
0,01 ml nierozcienczonej surowicy kur, 0,005 ml.
surowicy $§win. Nakraplanie wiekszych ilosci su-
rowicy powodowalo zaciemnienie obrazu ele-
ktroforetycznego.

Foto 4. Rozdzial elektroforetyczny surowicy s$wini nr 8413,
nakroplonej w rdéznym rozcienczeniu, a) wnierozcienczona
surowica, b) rozcienczenie 1:1, c¢) rozcieficzenie 1:2 (1 cz.

sur. 2 cz. buforu).

Do naczyn z buforami doprowadzano prad,
przez zanurzenie w nich elektrod platynowych
o wymiarach 1X27,8X0,01 cm. Obok naczyn
z buforami umieszczano dodatkowe naczynia
z walcami bibuly stuzacej do utrzymywania od-
powiedniej wilgotno$ci w komorze. Natych-
miast po nakropleniu surowicy zamykano
szczelnie komore i wigczano prad.

Dla surowic $win stosowano prad o napieciu
180—190 V (4,5—4,75 V/cm), natezeniu 0,5 mA

Foto 5. Elektroforetyczny rozdziat surowicy $wini i kury
w tych samych warunkach — pH buforu 8,5, napiecie
4,5 V/em, natezenie 0,5 mA/cm, czas elektroforezy 18 godz.
a) surowica swini — warunki odpowiednie do rozdzialu,
b) surowica kury — warunki nieodPowiednie do rozdziatu.

na lem szerokosei paska, dla surowic kur prad
o napieciu 140—180V (3,5—4,5V/cm) i nateze-
niu 0,60 mA na cm. Czas elektroforezy dla suro-
wic §win wynosit 18—20 godz., dla surowic kur
18—19 godz.

Stosowanie zbyt malych napie¢ np. 130 V dla
surowic kur powodowalo staby rozdzial suro-
wicy.

Réwniez zbyt wysokie napiecia nie wplywaja
korzystnie na rozdzial bialek. Przy stosowaniu
wysokich napie¢ wytwarza sie duza ilosé ciepta
Joula, ktéra trzeba likwidowaé dodatkowym
uktadem chlodniczym.

Foto 6. Rozdzial elektroforetyczny surowic tego samego

gatunku zwierzecia przy réznych napieciach. (Czas elek-

troforezy 19,520 godz.). a) napiecie 4,5 V/em, natezenie

0,5 mA/cm; b) napiecie 5,0 V/cm, natezenie 0,5 mA/cm;
¢) napiecie 10,3 V/cm, natezenie 0,5 mA/cm.

Temperatura w czasie przebiegu elektrofore-
zy wynosita od 17° do 20°C, w zalezno$ci od
temperatury otoczenia. Zauwazono, ze takie
wahania nie majg zasadniczego wplywu na prze-
bieg rozdzialu biatka. Po ukonczonym rozdziale
paski bibuly rozpinano sztywno na ramkach,
aby uniemozliwié splywanie biatka do punktéw
najnizej polozonych, i wstawiano na 15 min. do
suszarki o temp. 110°C, celem zdenatruowania
b’atka. Utrwalanie paskow w tej temperaturze
daje ostre obrazy rozdzielonych frakcji.

Po zdenaturowaniu bialka wybarwiano po-
szczegblne frakcie. Jako barwnik stosowano
azokarmin B —1%0 roztwér w kwasie oct. lod.
i metanolu w stosunku 1 : 9. Paski zanurzano do
barwnika na przeciag 15 min., a nastepnie do
naczyh z kwasem octowym 10%0 réwniez na 15
min. do kazdego naczynia, az do zupelego od-
barwienia bibuty wolnej od bialka.

Najczesciej uzyskiwano widoczne cztery
frakcje, niekiedy tylko pieé. Podobne wyniki
uzyskali dla tych samych gatunkéw zwierzat
Stockl i Choppard.

Zabarwione paski suszono na powietrzu mie-
dzy arkuszami bibuty. Po wysuszeniu paski fo-
tometrowano. W tym celu zanurzano je do wa-
nienek z olejem parafinowym, a nastepnie
wktladano miedzy dwie szklane plvty, uwazaiac,
aby nie byto pecherzykéw powietrza. Plyty
umieszezano na drodze promieni Swiatta sodo-
wego padajacego po przejéciu przez plyte na
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fotokomoérke. Prad wzbudzony w fotokomérce
powoduje wychylenie strzalki galwanometru
wycechowanego w jednostkach absorbcji. Przez
odpowiednie przesuwanie wigzki $wiatla nad
roznie absorbujgcg promienie Swietlne bibutg,
uzyskuje sie wykres obrazujacy rozdzial biatka
na bibule.

Foto 7.

w tych

rozne ilosei frakeji, od 4 do 5. a) cztery frakeje, b) c¢) po
pie¢ frakcji.

Rozdziatl
samych warunkach. Poszczegélne paski wykazujg

elektroforetyczny biatek surowicy Xkury

Przed zastosowaniem fotoabsorpcjometru
prébowano eluowaé¢ paski w roztworze 0,1
N NaOH i odczytywaé poziom wyplukanego
biatka przy pomocy kolorymetru Pulfricha, przy
dtugoscei fali A = 530 mun. Metoda ta jest jednak
bardzo klopotliwa w zastosowaniu, zajmuje du-
zo czasu, a uzyskane ta drogg wyniki nie od-
zwierciedlajg faktycznego rozdzialu biatek.

Z otrzymanego wykresu wyznaczano plani-
metrycznie procentowy sklad poszezegdlnych
frakeji.

Absolutng ilos¢ biatka w kazde] frakcji wyli-
czano z azotu biatkowego surowicy, ktérego po-
ziom uzyskiwano metodg Kjeldahla.

Poziom biatka i frakcji bialkowych surowic
swin i kur elektroforeza, oraz metodg wystala-
nia wg Gornalla w zestawieniu z danymi in-
nych autoréw przedstawia tabela nr III.

Tabl. III

Poziom frckqi bncH(Ou)Hch W Surowtcy Swin
i kur, oznaczony rezng technika

Gatunek |Metod o Branice wahan wral. srednie
iliczba u)zgl, .!nlb ] globuling
zwierzgt [sprzet VUYL B Y

Swinia l

RS W

13 Tiseliusid9-52.0/135-24 a;423-1?,748.1-32k
9 |Antweiler(32.7-53.7124-22710.1-19.01475- 280

Bib.elektrof I

+ 89 a) Stéckel 31.2-59,0143.8-254/10.5-199/15.4-324

6 PBadwlassd 24 | 247 | Dz | 2.0%

8  [TiseliusPig- 464/135-22.7|8.3-10.%(28.0-364
83 Bib. eleklrof[27.5-54.8| 8.4.23.4(6.2- 19.2120.5-38.8
Bad.wtasneg

4 )Bib. elektro
4 ljfrakcﬁurrm“

45,03
4h.00

856 | {h.04

oo

35.79,
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Uzyskane dane dla frakcji baitkowych roz-
dzielonych elektroforetycznie, oraz frakcji
otrzymanych droga wysolenia jak i poréwnanie
wynikéw badan wilasnych z wynikami prac in-
nych autoréw pozwalaja przypuszeczac¢, ze poda-
na metoda elektroforetycznego rozdziatu bialek
daje prawdziwy obraz i moze by¢ stosowana do
dalszych prac laboratoryjnych.

Ze wzgledu jednak na duzg labilnosé orga-
nizmu zwierzecego, co podaje w przekonywujg-
cej tabeli Stock], (tabl. nr IV), nie udalo sie do-
tychezas zastosowaé elektroforezy do badan kli-
nicznych w diagnostyce weterynaryjnej.

Tabl IV

Indywidualne wahunia poziomu grakcji

biatkowych u zwierzat wg Stéckla

Gatunek | dzien
zwierzecial 4 [ 7 [44 [21[28[35 4243 [56]63

Swinia| | | [ | | | |
P e S S I | |

albuminy 386395kt 3 37040 |43 4/349)
w-globuliny |13 4/49.9 3,322 920718 3|21.8)
B-globuling|45.2/42 sHh 645 a4 314 g|156
T-g]obu]in3523.3i23 0;2;' ::2'5 1124 9103527 7

Kura ‘ |
P T Y T

albuminy (51949 352 '.'} 452 0|50 2|47 4|49.9/48.6/46.7
.u-g|obu|in5 0,842 0|13 2] |43 743 o|fl.4 /134 12.944.2

I[b-9|o‘ou|imj42 3i}

A2

i ‘42 215 642 0 fag [13.2/ 40200 d
[7-globuling |26 'izz 0l25.422.4 }m" e 13,725.51}

L ] |

Nie umniejsza to jednak mozliwosci jej szero-
kiego stosowania do badan nad budowa biatek,
ich skladu aminokwasowego, do badan nad lo-
kalizacja przeciwcial, ich stosunku do odpo-
wiednich antygenéw, do przeprowadzania dos-
wiadczen z izotopami itp.
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A. IOCbKO - FPYHABEK

SNEKTPODPOPETUYECKHUIM METOA PA3LENA
BEJIOK CbIBOPOTKHU KPOBW B CBETE
UCCTEQCBAHUMA PA3NIMYHBIX ABTOPOB
W COBCTBEHHOTO W3YYEHMUS

Mpueoantcs metoa 3nekTpodopeTMyeckoro pasaend
CLIBOPOTOK KpPOBHM cBHHel M Kyp. [lpumensnn 6ydop no
Muuenucy npu pH 8,5 ana cusopotok ceuneit n pH 83
Ana CLIBOPOTOK KypHuu. MowrHas cuna pacteopos 0,1, Han-
psxenune toka 4,5—4,75 V/um npn 0,5 mA/um ans cueo-
porok ceuHeli u 3,5-4,5 V/um npn 0,5 mA/um ana cuso-
potok kyp. Bpems anexktpodopesa Ans cLiBOpOTOK CBUHEH
— 18-21 4acos u ans cusopotok kyp 18—19 4acos. Mo-
NyvQEeMbleé GPAKUHHA ONPEAENAAN KOJHYECTBEHHO MPHU MO-
mowH ¢ortoabcopbunomerpa W nnawumerpa. Peayaetarsl
onpeaenenvii ONEHb CXOARHBI C PE3YNbTATAMM MpH KNACHYE-
ckum metone Tucenuyca (raén. i)

J. JUSKO — GRUNDBOECK

ELECTROPHORETIC METHOD OF
PARTITION OF BLOOD SERUM PROTEINS

Summary

A 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 8,3 for hen sera
was used. The ionic force of the two buffers = 0,1.
Voltage of the current 4,5—4,75 V/cm and 0,5 mA/cm
for hen sera. The time of electrophoresis was for swi-
ne sera 18—20 hours, for hen sera 18—I19 hours. The
obtained 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 IIT).

LECH DZIAROSZYNSKI, MIROSEAWA MACIEJEWSKA

Frakcje biatkowe surowicy krwi konskie]

Z Katedry Fizjologii Zwierzat WSR w Poznaniu
Kierownik: Doc. dr LECH DZIALOSZYNSKI

Okreslenie frakcji bialkowych surowicy krwi
ma znaczenie diagnostyczne i prognostyczne: to
tez w ostatnich latach pojawilo sie mnéstwo
prac poswieconych temu zagadnieniu w odnie-
sieniu do krwi czlowieka. Okre$lono S$rednie
wartosci dla poszczegdlnych frakeji surowicy
krwi ludzkiej w stanach fizjologicznych, oraz
w przypadkach niektérych schorzen. (1)

Jesli idzie o zwierzeta to sprawa frakcji bial-
kowych surowicy krwi jest znacznie stabiej
opracowana, a przy tym jest ona bardziej skom-
plikowana ze wzgledu na réznice gatunkowe,
lecz nawet w ramach tego samego gatunku spo-
tyka sie duze réznice w warto$ciach uzyskanych
dla poszczegélnych frakcji. Wg. Choparda (3,2)
u koni nalezacych do tej samej rasy i zyjacych
w tych samych warunkach spotyka sie powazne
réznice w zawartosci biatka w odnosnych
frakcjach surowicy.

Ze wzglegu na znikoma ilo$¢ danych w litera-
turze dotyczacych zagadnienia frakcji biatko-
wych w osoczu krwi konskiej, postanowilismy
przebadaé grupe koni roboczych, podtciezkich,
pracujgcych w zaktadach do$wiadczalnych WSR
w Poznaniu. Grupa skladala sie z pieciu wata-
chéw i jednej klaczy. W trakcie wykonywania
pracy jeden z walachéw zostat oddany na rzez
na skutek choroby kopyt (rak strzatki). Uzyska-
ne wyniki odnosza sie wiec do czterech wata-
choéw i jednej klaczy. Celem pracy jest okresle-
nie Srednich wartosci dla grupy zwierzat.

Przebadane konie mialy nastepujace imiona
i wiek:

Bohun — watach — 9 lat
Budrys — . — 9,
Fryc — " — 16 ,,
Len —_ " — 13,
Benita — Kklacz — 14 ,,

Metodyka pracy.

Krew pobierano z zyly jarzmowej rano
0 godz. 7-mej przed wyjéciem koni do pracy
i pozostawiano w temperaturze pokojowej na
kilkana$cie godzin. W tym czasie nastepowalo
opadanie krwinek, skrzepniecie osocza, Sciag-
niecie skrzepu i wycisniecie surowicy, ktérg
oddzielano przez dekantacje i wirowanie. Ogé-
tem pobrano od kazdego konia krew dziesigcio-
krotnie na przestrzeni czterech miesiecy.

Rozdziat elektroforetyczny (4) przeprowadza-
no na aparacie podobnym do tego, jaki opisat
Magas (6). Naczynia elektrodowe mialy po-
jemnos$¢ 0,75 litra, a powierzchnia elektrod
weglowych wynosita 70 em2 Roztwér buforu
miescit sie w podtuznych rynienkach szklanych
dlugosci 60 cm o przekroju poétkolistym i pro-
mieniu okolo 3 cm. Stosowalismy bufor fosfora-
nowy o pH = 7,6 i sile jonowej I = 0,09. Zrédlo
pradu stalego stanowil zasilacz lampowy wy-
posazony w woltomierz i amperomierz.

W odréznieniu od innych autoréw stosujacych
waskie paski bibuly o szerokosci 2 do 5 cm,
uzywaliSmy odcinkéw bibuly o wymiarach
176 X 38 cm., na ktérych odkreslalis-
my oldwkiem pie¢ paské6w o wymiarach
3,56 X 38 cm. Surowice nakladaliSmy na
kazdy z nakreslonych paskéw, ktére sta-
nowily jedng calosé. Na kazdym odcinku
bibuly umieszczaliSmy pie¢ surowic. Stwier-
dziliSmy, Ze taki sposob postepowania, wpro-
wadzony przez asystenta tutejszego Zakla-
du inz. T. Kotika, daje bardziej jednorodne roz-
dzialy, niz uzywanie luzno lezgcych waskich
paskéw. UzywalisSmy bibuty Macherey Nagel
nr 61 i rozdzialy prowadziliSmy w poprzek bie-
gu widkien bibuty. W komorze wilgotnej miesci-
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