Charakterystyka bialek surowicy
krwi rozdzielonych
elektroforetycznie gesi kubanskiej
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1. WSTEP I PRZEGLAD PISMIENNICTWA

1.1 Zastosowanie metod elektroforetycznych.

Przeprowadzenie elektroforezy (np. surowicy krwi) pozwala okresli¢ liczbe
wystepujacych frakcji biatkowych oraz przesledzi¢ ich droge wedrowki w nosniku.
Proces rozdziatu biatek na poszczegdlne frakcje przeprowadza sie miedzy innymi
na zelu poliakrylamidowym umieszczonym w polu elektrycznym.

Zjawisko elektroforezy, czyli ruchu natadowanych czasteczek lub ich komplekséw
wzgledem nieruchomej cieczy pod wplywem przytozonego napiecia wykorzystuje
sie od kilkudziesieciu lat zaré6wno w procesie izolowania jak i oczyszczania biatek,
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a takze do ich identyfikacji, kontroli czystosci, iloSciowego oznaczenia, pomiaru
ruchliwosci i punktow izoelektrycznych (Rzeszotarska i Nowak, 1983).

Techniki elektroforetyczne znalazty szerokie zastosowanie w medycynie i farmacji.
Obraz biatek uzyskanych w wyniku rozdziatu elektroforetycznego,
przeprowadzonego na odpowiednim nos$niku, pozwala stwierdzi¢ obecnos¢
poszczegolnych form biatka u osobnika, a nastepnie okresli¢ czestos¢
wystepowania tych form w populacji. Okreslenie modelu dziedziczenia frakcji
pozwala przypisa¢ im oznaczenie genetyczne. Klasyfikacja frakcji bialek
przyjmowana jest przez analogie z innymi gatunkami zwierzat (Smalec i in.,
2000).

Metody elektroforezy zyskuja na znaczeniu. Elektroforeza bibutowa mimo swych
licznych wad jest w wielu przypadkach metoda niezastgpiong, szczegdlnie cenng
w przeprowadzaniu identyfikacji produktéw, rozktadu niektorych sSrodkéw
leczniczych, jak rowniez rozdziatu biatek (Opienski-Blaauth, 1967).

Szerokie badanie elektroforetyczne w zakresie alkaloidéw przeprowadzone w
farmacji gdzie opracowano metody elektroforetycznego rozdziatu alkaloidéw
pochodnych tropiny, alkaloidow opium, alkaloidow chinolinowych, Wiele uwag
poswiecono rowniez mieszaninom wielosktadnikowym. Elektroforetycznie
rozdzielono atropine od kodeiny i papaweryny; atropine i kodeine od bucyny;
kodeine, strychine od piramidonu (Kretowicz, 1971).

Szerokie zastosowanie znalazta elektroforeza w badaniach antybiotykow, ktére
pod wzgledem elektroforetycznym zachowuja sie réznie. Jedne z antybiotykéw
reaguja jak kationy inne jak aniony. Stwierdzono np. ze penicylina G i
erytromycyna przesuwaja sie do anody, podobnie zachowuje sie s6l potasowa
penicyliny. Badano rowniez elektroforetycznie chlorotetracykline, bacytracyne,
cykloseryne, oleandomycyhne i streptomycyne (Waksmudzki A, 1954).

Opracowano metode elektroforetycznego wykrywania zanieczyszczen otowiem,
cynkiem, miedzig i zelazem w preparatach farmaceutycznych (Kowalczyk K,
1958).

Wielkie praktyczne znaczenie uzyskata elektroforeza bibutowa w chemii klinicznej
w zakresie diagnostyki leczenia chorych na gruzlice, reumatyzm, przy zatruciu
grzybami itd (Filipowicz, 1981). Wiele prac poswiecono zmianom frakcji
biatkowych w surowicy krwi kobiet z objawami rzucawki porodowej. Stwierdzono



réwniez, ze zaklocenie gospodarki hormonalnej w okresie cigzy i porodu wptywa
na wyrazne zmiany we frakcjach biatkowych surowicy krwi kobiet (Ostrowski,
1970).

Ze zjawiskami elektroforezy zwigzane sa takie pojecia jak polimorfizm, biatko
surowicy krwi itp. Ponizej zamieszczono krotka charakterystyke poszczegdlnych
terminow.

Polimorfizm - (wielopostaciowos¢) -zjawisko wystepowania wiecej niz dwéch cech
uwarunkowanych genetycznie - fenotypéw w obrebie tej samej cechy (Leksykon
tematéw z zakresu genetyki i hodowli zwierzat, 1994). Stowo to sktada sie z
dwdch cztondéw i koncéwki ,poli” (z gr polys) znaczy wiele - rozmaito, duzo. Drugi
z nich ,morf” oznacza forme, ksztalt, budowe. Koncowka -izm sugeruje teorie
systemu.

Elektroforeza - oznacza ruch czasteczek fazy rozproszonej posiadajacych tadunek
elektryczny wzgledem fazy rozpraszajacej pod wpltywem przytozonej réznicy
potencjatéw. Poczatkowo pod ta nazwa okreslano wedréwke czasteczek
koloidalnych. Obecnie ta nazwa odnosi sie rowniez do wedrowki niektorych jonow
w osrodku rozpraszajgcym - jonoforeza (Szyszko, 1975).

Elektroforeza umozliwia okreslenie jedynie wielkosci tadunku elektrycznego nie
pozwala jednak oznaczy¢ liczby tadunkéw dodatnich lub ujemnych, ktéra okresla
sie metoda elektromiareczkowania (Karpiak, 1975).

Elektroforeza jest technika stosowana przy rozdziale, analizie i oczyszczaniu
kwasow nukleinowych i bialek. DNA i RNA maja ladunek ujemny i zgodnie z tym
tadunkiem, nadawanym przez grupy fosforanowe, migruja w polu elektrycznym w
kierunku anody. Szybkos$¢ migracji zalezy od wielkosci i ksztattu czasteczki.

Schemat postepowania jest nastepujacy: zel ulega zestaleniu w formie cienkiej
ptytki. W zastygtym zelu znajduje sie szereg dotkoéw, do ktérych wprowadzane sa
prébki DNA oraz z reguty tzw. standard, czyli mieszanine czasteczek o znanych
masach, dzieki czemu mozliwa bedzie pdzniej kalibracja zelu. Przed naniesieniem
na zel do prébki dodano barwnik, ktory informuje nas o tym jak daleko zaszly
najszybsze czasteczki (co jest niezbedne, poniewaz DNA w Zelu nie widac) oraz
zwigzek interkalujacy - bromek etydyny, ktéry fluoryzuje w swietle UV co
pozwalajacy na zlokalizowanie prazkow (Sixma i Wynberg, 1968). Minimalna ilo$¢
DNA, ktéra widaé na zelu w postaci prazka to 20ng. a maksymalna 200ng. Zel



umieszczony zostaje w specjalnym aparacie do elektroforezy i zalewany buforem
przewodzacym prad.

Podlaczony zostaje zasilacz generujacy prad o staltym i okreslonym napieciu i
natezeniu. Jakos$¢ rozdziatu fragmentéw DNA zmniejsza sie w miare zwiekszania
napiecia w czasie elektroforezy. Do otrzymania optymalnej jakosci stosuje sie
napiecie nie wieksze niz 5V na lcm zelu. Kalibracja wielkosci fragmentow
czasteczek w zelu wykorzystuje zasade, ze liniowe czasteczki DNA migruja w zelu
agarozowym z predkoscia odwrotnie proporcjonalna logarytmu dziesietnego ich
masy czasteczkowej wyrazonej w Daltonach lub w tysigcach par zasad, czyli kb.
Kalibracja zelu polega na wykresleniu krzywej zaleznosci odlegtosci przebytej w
czasie elektroforezy przez poszczegdlne fragmenty od logarytmu masy
czasteczkowej (Berthilliera A, 1975).

Elektroforeze mozna przeprowadza¢ w zelach sztywnych lub denaturujacych.
Wspbtczesnie stosowane nosniki obejmuja agaroze lub poliakrylamid.

1. Zele agarozowe.

Metoda szybka, prosta, powszechnie stosowana. Zdolnos¢ rozdzielcza zalezy od
wielkosci poréw w zelu, ktérych rozmiary sq zdeterminowane przez stezenie
agarozy. Zeli bardziej stezonych tj. 1,4% - 2,0% uzywa sie do rozdzialu czasteczek
mniejszych (0,5kb - 2,0kb). Zele mniej stezone 0,5% - 0,7% stosuje sie do
rozdziatu czasteczek wiekszych (10kb - 20kb i wiecej.). Zaleta moze by¢ niekiedy
fakt, ze podczas elektroforezy mozliwe jest rozdzielenie czasteczek o tej samej
wielkosci, ale zroznicowanych pod wzgledem ksztattu. Doskonatym przykladem
jest rozdziat trzech réznych form plazmidu:CCC, liniowej i OC. Pierwsza
najszybciej wedruje w zelu, druga wolniej, trzecia najwolnie;j.

2. Zele akrylamidowe.

Powstaja przez polimeryzacje monomeréw akrylamidu w diugie tancuchy z
wytworzeniem wigzan poprzecznych przez bisakrylamid. Mozna regulowac
sieciowanie poprzez manipulacje porcjami stezen akrylamidu od bisakrylamidu.
Do zajscia reakcji niezbedna jest obecnos$¢ katalizatora (PERS- nadsiarczan
potasowy) i zwiazku inicjujacego reakcje (TEMED). Zele te stosuje sie przy
rozdziale fragmentéw o wielkosci kilku par zasad (205 poliakrylamid) do tysiaca
par zasad (3% poliakrylamid) a takze przy rozdziale jednoniciowych czasteczek
DNA, np. do sekwencjonowania.



3. Zele denaturujace.

Poniewaz szybkos$¢ migracji w zelu jednoniciowym czasteczek, zalezy nie tylko od
wielkosci i tadunku, ale takze w duzym stopniu od ich struktury przestrzennej (w
przypadku dwuniciowych czasteczek DNA nie ma to wiekszego znaczenia), aby
doktadnie okresli¢ ich wielkos¢ nalezy wyeliminowac roznice w szybkosci migracji
wywolane r6zng konformacjq czasteczki. Jest to szczegdlnie wazne w przypadku
jednoniciowego RNA, ktore tworzy miejscowe struktury dwuniciowe. W tym
wtlasnie celu stosuje sie zele denaturujace, agarozowe lub poiliakrylamidowe.
Najczesciej uzywanymi czynnikami denaturujacymi sg; formaldehyd i glikosal w
zelach agarozowych (przy analizie preparatow RNA) lub w zelach
poliakrylamidowych (przy analizie jednoniciowych fragmentéw DNA).

Elektroforeza w polu pulsacyjnym jest stosowana do rozdzielenia duzych
czasteczek DNA - od 2.104bp do 107bp czyli od 20kb do 10Mb. Mozna w ten
sposob rozdzieli¢ cale chromosomy np. drozdzowe. Pole elektryczne jest
wylaczone w krotkich odstepach czasu. Kiedy pole elektryczne jest wlaczone
czasteczki migruja zgodnie ze swoja wielkoscig, a gdy zostanie wylaczone maja
tendencje do relaksacji i zwijania. Nastepnie kierunek pola elektrycznego jest
zmieniany od 90 lub 180 stopni w stosunku do poprzedniego. Dtuzsze czasteczki
zaczynajg sie porusza¢ wolniej niz krotsze. Powtarzajace sie zmiany kierunku pola
stopniowo powoduja rozdzielenie (Ostrowski W. 1970).

= W zaleznosci od kierunku poruszania sie czasteczek obdarzonych
ladunkiem pod wptywem pola elektrycznego mamy do czynienia z tak
Zwana:

= anaforeza - jesli czasteczki posuwaja sie w kierunku anody,

= kataforeza - jesli poruszaja sie w strone katody (Szyszko 1975).

W zaleznosci od rodzaju roztworu elektroforeze dzielimy na:

= elektroforeza ruchomej granicy (elektroforeza czotowa),
= elektrodekontacja (elektroforeza konwekcyjna),

= elektroforeza z wymuszonym przeptywem,

= elektroforeza kurtynowa (odchyleniowa).

W zaleznosci od rodzaju nosnika gdzie przebiega elektroforeza dzielimy ja :

= elektroforeza w nosnikach kapilarnych i porowatych (np. elektroforeza na



bibule, elektroforeza na folii acetylocelulozowej),
» elektroforeza zelowa (np. na zelu skrobiowym, poliakrymidowym).

W zaleznosci od buforu wykorzystywanego przy elektroforezie dzielimy ja na:

= izotachoforeze,
= imunoelektroforeze (Rzeszotarska i Nowak 1983).

Wsrod stosowanych systemdédw analizy DNA wyroznia sie metode fingerprinting.
Genomowy DNA wyizolowany z jader komdrkowych réznych tkanek podawany jest
trawieniu enzymami restrykcyjnymi. Fragmenty tak ,pocietego” DNA podaje sie
elektroforezie w zelu agarowym. Rozdzielone fragmenty przenoszone sa na filtr
nitrocelulozowy lub nylonowy, wg metody Southera i hybrydyzowane. W wyniku
hybrydyzacji otrzymuje sie od osobnika wiele prazkéw, bedacych fizyczna
reprezentacja sygnatu od odpowiednio oznakowanej sondy, co jest zwigzane z
allelami loci na wszystkich chromosomach. Liczba i polozenie prazkéow sa
charakterystyczne dla kazdego osobnika (Zawadzka i Jaszczak Przeglad
hodowlany 8/200).
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