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Elekłro{o rez1 żelowo w poliokrylomidzie w bodonioch hemolimfY

owodów

PAToLoGlA l TERAP|A
ZDZISŁAW GLIŃSKI, JAN JAROSZ

Lubli,n

Ze względu na właściwośc,i fizyko-chemicz-
ne i rolę biologi,czną płv,rrów ustroiowvch or-
ganizmów żvw}ch, analiza ich składu otaz
ÓkreśIenie róli poszczególnvch komponent w
organiźmie zdrowvm, ,a z:właszcza ich udziału
w' procesach patologicznych, wyma96 zastoso-
wania odpo-wieelnich metod badawczvch. Odno-
si się to również do badań krwi owadów, któ-
rej skład ilościowy j. jakościowy różni się za-
równo Ń obrębie poszczególnych stadiów roz-
wo,iorvych, jak też pomiędzy róż,n}mi gatun-
t<ami (Z).'PÓdkreśla się też odrębność składu
biochemicznego krwi kręgowców, zwł,asz,cza
ssakółv i hemolimfy owadów. Różnice te :są

efektem daleko zaawansowanei specjalizacji
metabolizmu owadów, hormonalnei kontroli;
morfogenezy i rozmnażańa, wvstępowania zło-
żonej 

-me,tańorfozy, 
zwłaszcza u owadów ho-

lornetabolicznvch. Pojawien,ie się stadium po-
czwarki w c./klu rozwojowym owada jest zwią-
zafte z całkowitą prz,ebudową wy-
tworze,niern'nowych struktur. tyl-
ko białka syntetyzowane w nych
tkankach i narządach, ale również procesv
aktywacii, które inicjują ich syntezę są spe-
cyficzne d.Ia poszczególnvch gatunków owa-
dólĄ/.

HemolimJa iest bogatrrm i zróżnicowanvm
płynem, który stanow"i Óa ZOolo do 40% masy
Ćióła. U owadów hernolimfa pełni funkcję śro-
dowiska wewnętlznego i rezerwuaru wody, jest
środkiem transportu składników pokarmowvch,
produktów przemiany m,ater,ii i hormonów.
ilozpuszczone w hemolimfie wolne aminokwa-
sv, białka, węglowodany i sole mineralne wa-
runkują horneostazę poprzez utrzymanie ciś-
nienia osomtvcznego i hvdrostatvcznego, pH
i potencjału Óksydo--redukcyjnego. Wolne ami-
nókwasv są prekursorami svntezy białek owa-
dów; w tyń również rozpuszcz.alny,ch białek
hemolimfy i innych specyficznych struktur
białkowvch, np. oplzęd, jedwab (7).

Białka, obok węglowodanów, stanowią jeden
z głównych składników hemolirnfv- Poziom
biaielk krwi owadów waha się od 1,0ń do 10,%.

Niska zawartość białek w rozwoju larwalnym
gwałtownie wzrasta w ostatnim stadium wy-
Iinkowvm larwy bezpośrednio przed metamor-
fozą. Z reguły rozpusz,czal,ne białka hemolim-
fv rzadko występują w postaci wolnej; są o_ne

skonjugow,ane z tróiglicerydami, fosfolipi,da-
mi, Śterolami i innymi związkami niebiałko-

stosunkiem Na do K.
Badania proc,esów odpornościowvch u owa-

nych owada na zakaż,enie i działanie stre-
ssorów.

Złożona natura białek hemolimfy i ich fu,nk-
cje odpor-

''óS 
pełnią-

cyc wno w
zrLa ślado-
wvch w hemolimfie, stwarza niekiedy ogrom_
ne trudności we właściwej oceni,e ich roli w
organiźmie.

Ń określaniu strukturv 'białdk hemolimfy
i ich znaczenia w żvciu owadów, ze względu

krwi o istotnvm znaczeniu dla rozwoju, w me-
,taboliźmie i odporności owada. Metody elek-
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trofor,ezy żeiowei są stosowane zarówno w ce-
lach rozdziałów ana].itycznvch, a talrże jako
metody pr,eparatywne. Nośnikiem, w którym
przebieg,a tozdział są najczęściej żele poiia-
krvlamidowe, rzadziej żele sporządzone ze spe-
cjalnie spr€parowanej skrobi, bądź żele aga-
rozowe. Żele poliakrylamidowe są trójwymia-
rowymi polirnerami utworzonymi ptzez akry-
lamid i bisakłylamid, przv ezvrn pożądana gę-
stość żelu i wvmiarv o,czek sita molekularne-
go zależą od stosunku akrylamidu do bisakry-
Iamidu. Cząstecztki rozpuszczalnvch białek he-
molimfv rozdzielają się na żelu poliakrylami-
dowym, podobnie iak i na żelu skrobiow\rm,
na z,asadzie różnic w ruchliwości elektrofore-
tycznei przy jed,noczesnym dżiałaniu nośnika
iako sita moleku]arnego. Naiczęściej jest sto-
sowana elel<trofore,za żelowa w poliakryla,mi-
dzie: ,elektroforeza dvskowa i slab,owa. ŻeI po-
liakrv]a,midowv jest łatwy w przygotowaniu,
cechuje się zdefiniowanvmi wvmiarami czą-
steczek, wykazu,ie dużą wvtrzvmałość termicz-
ną i mechaniczną, określoną objętośó chemicz-
ną i nie posiada ładunków ,elektrostatvcznych.
Elektrofo,reza slabowa, w porównaniu do elek-
troforezy dyskow,ej, zapewnia bardziej stan-
daryzowan,e warunki rozdziału elektroforetycz-
nego.

Stosuiąc metodę kataforezv żelowe j uzys-
kuie się rozdztał białek zasado.wych i polipe-
pty,dów. -W tvm celu nadal jest sz,eroko sto-
sowana w badaniach białok hemolimfy elek-
troforeza żelowa w svstemie buforów kwaś-
nych (pH około 4,0) wg Reisfelda i wsp. (31).
Bardzo przvdatne do charakterysńvki białek
krwi owadów okazałv się meto,dy anaforezy,
naipierw metoda Davisa, o,becnie zaś metoda
Laemmli (24). Dzięki tym metodom, stosując
układv buforów zasadowych, jest możliwv roz-
dział całych kompleksów białkowvch (białka
natvwne) hemolimfv owada. Zastosowanie ukła-
du buf,orów denaturuiący,ch z użyciem SDS
(sól sodowa siarczanu dodecylowego) i p-mer-
kaptoetanolu (względnie dithiotreitolu) prowa-
dzi do dysocjacji kompleksów białkowvch
i uiednolicenia ładunku powierzchniowego pod-
iednos,tek, w efek,cie czego szvbkość migracji
w żelu poliakrvlamidowvm jest ściśle skore-
lowana z ich masą. Masv białek hemolimfy
określano wcześniei techniką el,etktroforezy że-
łowej wg Webera i Osborna z uży,ciem SDS.
Obecnie bardziej przydatną okaz,ała się meto-
da elektrofore,zv żelowei wq Laemmli w ukła-
dzie buforów denaturujący,ch.

Dzięki zast,osowaniu elektroforezy zelowe j

w poliakrvlamidzie wyróżnione jed.nostki tak-
solnomiczne w obrębie poszczególnych grup
owadów znalazły często biochemiczne potwier-
dzenie w składzie białek hemolimfv. Wykaza-
no, że zmiany strul<turalne i ilościowe białek
hemolimfy pozostają w ścisłvm związkls z pTo-
ces,ami rozwoju i metamorfozy. Me,tody elek-
troforezv żelowej umożliwiłv też poznanie me-
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chanizmów działania biochemicznego i trans-
portu hormonów owadów kontrolującvch pro-
ces metamotfozy, dopomogły w identyfikacji
frakcji białkowvch pełniącvch rolę białek za-
pasowych i przyczynlłv się do wyjaśnienia
udziału biatrek hemolimfy w syntezie kutikuli
otaz okreśIenia składu biochem:icznego krwi
owadów, w tym również zmian w strukturze
białek hemolimfv w procesa,ch patologicznyc}:-
związany,ch z zakażeniem i działaniem czrrnni-
ków stresowych. Sz,czególnie przvdatne oka-
załv się metody elektroforezv w żelu poliakry-
lamidowym w poznaniu biochemicznvch pod-
staw odpor,ności humoralnej ow,adów i wyjaś-
nienia rcli lizozvmu, cekropin i jnnych frakcji
białek rozpuszczalnvch hemolimfv w procesach
odpornościowych.

Biochemiczne potwierdzenie zgodności,
względnie odrębności składu białek hemolimfy
bezpornie posiada ogromne znaczenie w ta[<-
so,nomii poszcz,egÓlnych grup owadów, ponie-
waż skład białek krwi owada jest zdetermino-
wany g,enetvcznie. OkreśIenie złożonego skła-
du białek krwi owadów, wykazanie podobień-
s,tw i różnic w obrębie wvdzielonych g,atun-
ków stanowić rnoże z,atem istotnv dowó,d na
Syystępowanie Iub brak pokr,ewieństwa filo-
genetycznego w obrębie wvdzielonvch jed,no-
stek, Identvfikacja poszczególnvch frakcji biał-
kowych hemolimfv nastręcza wiele trudności
ze względu na złożony ,charakter komplek-
sów białkowvch krwi owadów. Te złożone
kompleksv udaje się rozdzielić na poszczegól-
ne komponentv metodami ,elektroforezy że[o-
wej, a następn,ie zidentvfikować rneto,dami hi-
stoóhemicznvmi, biochemicznymi, a ostatnio
też metodami serologicznvmi (12, 13). Szcze-
góInie duzo badań nad składem białek hemo-
]imfv przeprowadzono u różnvch gatunków mo-
tyli (25).

W ostatnich latach zwrócono większą uwa-
BQ na ,charakter zmian jakościowych i ilościo-
wych białek hemolimfy w celu wyjaś,nie,nia
ich roli w procesa,ch rozwoju i metamorfozy
owa,da. Dokładnv wgląd w charakter zmian
rozpuszczalnych białek krwi stał się możliwy
po wprowadzeniu do badań entomologiczinych
elektroforezy w żelach poliakrylamidowvch,
ogniskowania izo,e,lektrvcznego, a także metod
serologicznvch. Metamorfozie często towarzy-
szą zllaczne zmiany jakościowe w obrazie elek-
troloretvcznym białek krwi (3). Wśród 14 ńż,
nvch frakcji białek ktwi AnthanoTrlus grandis,
wvstępuje j,edna charakterystyczna frakcja
dla larw i odrębna, tvpowa dla poczwarek. W
pro,cesie histolizv-his,toge,nezv ma także miej-
sce rozpad nielktórvch białek hemolimfy i svn-
teza nowych białek ;strukturalnych (1). U Ca-
ll,iphora pojawiają się w hemolimfie w pro-
cesie metamorfozy nowe frakcje białek roz-
puszczainych (30). Udokumentowano też wy-
,stępowanie zależności międzv składem białek
hemolimfy i svntezą białek kutikuli (27). Jed-



MEDYcYNA WETERYNARYJNA Rok XLIINr3

2
3
q

5
6
7

tą?t tvł - lE,z

|,3 t I1,2

ą5r 1,3

ą2ł 1,4

ą3tą3

Ic

nRm
o,of

]

]

,1

,J

I
2
3

ł
5

6

7

ls
n rrakcjaF.€*c}a

?
3
4
5
6,,

t
2
3

ł
5

6

7

zą*re,
|5,8-

55,5- ffi,l

2p-z9
l,g -z7

- t1,2

Ryc, l
łek he
dziaie
rów ni e

na z 19 frakcji białek krwi Locu
pojawia się regularnie przed k
brak iej natomiast w olrresach
kcwych i u imago. Po,dohne obserwacje poczv-
niono też l Peripluneta. amerżcana (35).

Stosunkowo dobrze poznano ,spektrum bia-
łek hemolimfy pszczoły miodne,i. W hemolim-
fie larw zwiniętych i wvprostowanvch w wa-
runkach niezdenaturowanych wvróżniono 6

Trudno obecnie ocenić, czy fral<cje te stano-
wią drva izoenzymy, czy te,,ż są to Lizozyrny
wi,elor,akie.

U wielu gatunków owadów białka hemolim-
fv stanowi4 od ?0 do 909o ogólnej zawartości

białek jajeczek (15). Te białka zwtązane z wy-
lw-arzańie:m żółtka i występujące wyłączenie u
dojrzałvch samic owadów, zwan€ witelloge-
ninami, svntetyzowane są w ,cie]e tłuszczowym,
iak wvkazały analizy elektroforetyczne i po-
twierdziłv badania immunol,ogiczne, przy az]/m
ich biosvnteza jest kontro,Iowana pTzez coTpora
allata. ńomórki neuro,wv,dzieJnicze płata środ-

Ilata synte-
ówni struk-
MeIa nS (5).

iągni śniono
w pebei charakt,eru i zakresu tvch zmian za-
równo na poziomie komórkowvm, jak i na po-
ziomie molekularnym. Wciąż, na,wet w przv-
padku owadów
mo,dele w ,ento
także ,owadów
czym,, rnadal brak wyczerpującvch inform,acji
o ekspresji proces,ów rozwoju osobnicz,ego w
profilach białek rozptlszczaLnych krwi.

Stałl,rni ,oWadóW

apr6,cz enz związane
z ibiałkami procesach
prz,emian ustroiowych, linienia, metamorfozy
i rozmnażania. Dość dokładnie poznano rolę
trze,ch P
$/ego o
ko,mór i

y monów j
y coTpora
k żelowej

zależnoś,ci międzv ,aktvwnością i poziomem w
hemolimfie tych hormonów a svntezą białeł<
w ciele tłuszczow\rm oraz ich stężeniem we
krwi. Udało się wykazać także zuliązki mię-
dzy poziomem i aktywnolści4 ,tv,ch horm,onów
i witelogenezą u Onoopeltus Jascźatus (22), a
także wpłvw a,rralogów JH na kształtow,anie
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Ryc. 3l Typowy elelktrońerograLrn białek herno[irmJy
czerwia A, meliliJera oraz wzgiędna zawartość po-
slzczególnych frakcji białkowycłr. Elekhroforeza w żeilu
po,liiakrylał:rlidowyrn wg Laernmli w ukła,daie buforów

denaturujących (cyt. za 9)

§ię obr,azu białek hemołimfy i wytwarzanie
żołtka u głodzonych owadów i dojrzałych sa-
mic w fazie diapauzy. Rozległe badania nad
syntezą białek kutikuli i jei ciemnieniem, pro-
cesami kontrolowanymi przez bursykon udo-
wodniły, że przynajmniej niektóre białka struk-
turalne kutil<uli i hemolimfy są identyczne, co
świadczy o inkorporacji białek hemolifmy do
nowo tworzącej się kutikuli (23). Obecność te-
go typu białek wykazano m.in. u Manduca
sełta metodami elektroforezy żelowej, a na-
stępnie zidentyfil<owano je ostatecznie przy
użyciu pierwiastków znakowanych. Również
pod względern immuno,logicznym białka izolo-
wane z kutikuli okazały się bardzo zbliżone
1ub identvczne z białkami nośnikowymi heńo-
Iimfv (carrier proteins).

lMe,tody elektroforezy żelowei w poliakry-
lamidzie okazały się bardzo przvdatne zwłasz-
cza w airalizi,e nawet bardzo subt,e]nych zmian
białek i polipeptvciów hemoilifmy w przebiegu
chorób zakaźny,ch i pasożvtniczvch owadów.
Wielu autorów prezentuje pogląd, że różnlcew profilach,eletktroforetycznvch białek roz-

u ]arw Mamestra brassl"cae,
podopter a rn aurżtia acr ofuu-
wirusami poliedr,oz jądro-

wycho zwŁaszcza hipoproteinemia, zanika,nie
frakc.ji o dużej masie cząsteczkowej, jęst e,fek-
tem upośtredzenia srrntezy białek w ciele tłusz-
czowym (l4, 37, 43).
nie pojawienie się
molimfy jest reakc

I62

tłuszczowego (3B). Wyraźne obniżenie za.war-
tości iednei ]ub nawe,t kiiku frakcji białek
hemo]imfv obserwuje się też u larw owadów

nezą watrozrr',

Charaktervzuiąc owady iako grupę zwie-
rząt, obok odrębności przemiany materii i bio-
fizy,cznvch różnic w podkre-
śla się tez odręhność iowvch,
zwłaszcza n-umoralńv odpor-
ności prz,eciwzak,aźne do he-
molimfy 

_ 
immunogenów induku.ie seleł<tvw,ną

s\rntezę drobn,o,cząsteczkowvch białek i pótipe-
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Ryc. 5. Układ etelktrofoIretyczrrry i pr,o,ceŃowa zAwat-
tosć nislkocząslte,cziko-wych fł:alklcji ibirałelk zasado,wyctr
hemolrirnfy A. meI,|źJera. Ro|zdział hemotlimfy czmwia
tluto$rego w żAtlo żelu poltiarkry'larnidowym met,odą

elektroforezy kwaśnej (cyt. za 8)

ptvdow zwanvch antysomami, które peł]xią ro-
lę w obronie wewnętrznei owada i różnią się
strukturą i funkcją od immunoglobulin krę-
gowców (26). Spośród czynników odpor,ności
humoralnei d,o,tvchczas najlepiej poznano ki-
netYkę indukcjj i ,strukturę chemiczną lizozv,
mu i cekropin oraz ich rolę w odporności (2,29)-

Metod,a elektroforezy żelow€i w poliakryla-
inidzie dostarczyła dowodów biochemicznych,
świad,czącvch o hipersyntezie lizozymls, w na-
stępstwie naruszenia homeostazy or,vada (19,
21). Narastanie działa,nia ochr,onnego u gąsie-
nic Galleria mellonello na Ietalną dawkę owa-
dobó jczej bakterii P s eudomonas aerugituoso i est
skorelowane z selektywną de nouo syntezą
frakc,ii białek ltzozvmu w hemo]imfie, jak wy-
kazano meto,dą elektr,oforezy kwaśnej w polia-
krylami,dzie (1B), 'Svnteza ta u]ega zahamo-
waniu pod wpłvwem inhibitorów metabolicz-
nvch oddziałvwującvch,na procesv transkrypcji
kwasów nul<leinowych tub na syntezę ryboso-
malnych białek krwi owada (20).

Cekropinv zostałv w ostatnich latach ziden-
tyfikowane u p,oczwarek Hyalophora cecropża
w diapauzie jako czynniki odporności induko-
\Mane w hemocelu tego owada przez zawiesiny
żvwych komórek Enterobacter cloacae (2).
Czy,nniki humoralne o aktywności cekropin
(cecropin-like activitv) zidentyfikowano na-
stępnie u innvch gatunków owadów (16). Ce-
kropiny stanowią odrębną klasę polipeptvdów
odporno,ściowv,ch o masie cząsteczkowej około
4000 daltonów i aktwvności bakteri,olitycznej
skierowanej zarówno wobec bakterii gram do-
datnich, iak i gram ujemnych. Aktywnośó w

Ryc], 6. 7rly i owa żawar,
tość niis ał<cj,i katodowych
c]z,erwiia i"fera eeo Y. ia,
cobsonź. Rozdział w 240/0 żelu poliafl<rylarrridowym

,metoĘ elektrofolrezy kwaśrrej (cyt. za 8)

stosunku do bakterii gram ujemnych odróżnia
cekropinv od lizozvmu działającego zasadni-
czo na bakteri,e gr,am ,dodatnie. Stosując me-
todę ,elektro,forezy żeiowej w poliakrylami-
dzie i pierwiastki znakowane wyróżniono 8
n,owych fr limfie Il ce-
cropia po or,ności. eza
żelowa w rnetodą afii
pozwoliła na ziderntyfikowanie w,obrębie tych
frakcji lizozymu, ,cekropin i atacin (17). Oka-
zało się, że frakcja cekr,opin nie j,est jednol,ita,
ale składa się z kilku komponent polipeptvdo-
wvch. Do,tychczas na,ilepiei poznano budowę
chemiczną i określ,ono sekwencję aminokwa-
sów c,ekropiny A i B (36).

Jakkolwiek wprowadze,nie nowych rnetodyk
badań (ELISA, metodv radioimmunologiczne,
zwŁaszcza metody s,erologiczn,e z użyciem prze-
ciwciał monoklonainvch) powinno wviaśnió
molekularne podstawy biosrrntezv i funkcji
poszcz,ególnych białek krwi owada, to meto,dy
elektroforezy żelowei w poliakrylamidzie sta-
nowią nadal rutynową technikę rozdziału
i ide,ntvfikacii białek hemolimfy.
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ANTONINA SOPIŃSKA

50 ul (1 p Ci) tymidyny znakowanej trytem. Hodo-
wlę pozostawiono ,"v odpowiednich temperaturach na
okres 24 godzin. Po zahamowanej inkubacji Ieukocyty
przenoszono przy użyciu bibuły filtracyjnej do na-
czynek scyntylacyjnych. Po dodaniu płynu scyntyla-
cyjnego w liczniku scyntylacyjnym odczytywano licz-
bę impulsów na minutę (cpm) w zależności od ilości
znakowanej tymidyny .lvbudolvanej do form blastycz-
nych limfocytów. W oparciu o uzyskane wyniki obli-
czano indeks stymulacy jny (IS) podstawiając dane
do wzoru:

IS: cpm stymulowanej hodowli
cpm niestymulowanej hodowli

Uzyskane wyniki poddano analizie stytystycznej -testem t-Studenta.

\Myniki li omówienie
,Stymulac,ia limfocytów mitogenem PHA w

stężen,iu 20 1l"g/ml,.
Badania nad wpłvwem ,mitogenu PHA na

przebieg transformacii blastvcznei limfocvtów
karpi przedstawiono w tab. 1.

Indeks stymulacyiny (IS dla limfocytów krwi

zostosowonie leslu łronsformocii bloslycznei limfocylów
w bodonioch odporności komórkowei u korpi in vilroo)

zaklad Chorób Ryb Instytutu ChotóP zakaźr'ych i Inwazylnych Wydziału weterynaryjne8o AR,
-11. Akademicka 12, 20-033 Lubtil

Badania ln ui,tro dostarczają wielu i,nformacji
o funkcionowaniu komórkowy,ch me,chanizmów
obro,nny,ch organizmu. Jedną z metod ocenia-
jących reaktyłvność immun,otrogiczną limfocv-
tów jest test transformacii blastvcznei limfo-
cytów stymulowarnvch ptzez mitogenv. Test
ten pozwala oc,enić z dużą precvzją stan nad-
wrażliwości organizmu lub up,ośledzenie rea-
kcii obronny,ch. W dostępnr,rm piśmiennictwie
istnieie niewiele danvch dotvczą,cvch wykonv-
wania tego, testu u ryb ,(3,, 4, 6, 9). Badania te
doty,czą głów,nie ryb łososiowatych. Nieliczne
tvlko publikacje dotvczą karpi (B, 10).

Cetrem pracy bvło poznanie zjawiska tran-
sformacii blastvcznei u karpi. Określlono wpłvw
wVbranvch mitogenów na ]imf,ocyty krwi ob-
wodowej, nerki głowowei i śledzionv karpi
w zależnoślci od temperatury i czasu inkubacii
oraz a'ktv ]imfocvtów w przebiegu cho-
ro'by grzv (pleśniawki).

Materiał i metody
Badania wykonano u 1,0 kar6li zdrowy,ch (Kz) o

masie 350-4 rych z wyraźnymi
ohjawami p (K2) miały masę
250-300 c. no w akwariach

mfocyty izolowanoj i śledziony (2, 7),
lub z serca, nato-

'?,ffi?.§ć:ęl,ńi*:
rry materiał rozcieńczano płynern E,a8:le'a i wirowano
ptzez 40 mi e
,,1imphoprep.
nie przy uży
niu komórki

-*_ 
eil"" tlrr"nsowana przez Instytut Ęybactwa śróclląclowego

W o1sztynie.
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