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Streszczenie. Rozdzial elektroforetyczny 14 surowic pochodzacych od klinicznie zdrowych koni
rasy Standardbred przeprowadzono na dwdch typach nosnika. Na Protein Gel 100 wyodrgbniono
8 frakcji. Srednie stezenie frakcji wynosito: albuminowa — 30,45 g-L!, a; — 2,65 gL},
ay, —4,47 gL, a, — 3,04 gL, a,,— 6,76 gLl b -8,68gL1,b,-3,15¢gL",g-943 gL\,
Natomiast na Hydrogel HR wyrézniono 9 frakcji. Srednie stezenie tych frakcji wynosito: albu-
minowa —31,34 gL', a, - 2,10 gL, a,—2,34 gLl (wtym: Ay,, — 0,95 gL i Ay, —1,47 gL,
ay, — 5,07 gL 1 a,.—4,49 gL, b;-730gL",b,~3,85gL", g—10,06 g'L!. Do pomiaru
stezenia biatka catkowitego, ktérego $rednia warto$¢ wynosita 68,61 + 11,07 g-'L~!, zastosowano
metod¢ Lowryego dostosowang do parametrow czytnika E1,800 (Bio-Tek Instruments INC., Uni-
versal Microplate Reader). Stosunek albumin do globulin wynosit kolejno 0,80 gL' 0,84 gL ™).
Ponadto oznaczono w rozdziale elektroforetycznym lokalizacj¢ a |— antytrypsyny za pomoca ze-
stawu do immunofiksacji (GEL IFE Cormay) oraz Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha — 1 An-
titrypsin (DakoCytomation).

Stlowa kluczowe: albumina, biatko catkowite, elektroforeza, frakcja surowicy, globuliny,
proteinogram

WSTEP

Elektroforeza strefowa w zelu agarozowym jest jedna z najbardziej popularnych metod
separacji biatek surowicy. Dzigki rozdzialowi uwidocznione zostajg frakcje: homogenna
albuminowa oraz heterogenne globulinowe. Monitoring zmian zachodzacych w stosunku
iloSciowym tychze frakcji, jak 1 pomigdzy poszczegdlnymi frakcjami globulinowymi do-
starcza istotnych informacji diagnostycznych [Bigoszewski i in. 2001]. Zaburzenia w pro-
porcji sktadu, jak i zmiany w poziomie poszczegolnych biatek informuja o nieprawidtowe;j
funkcji narzadow (watroba, nerki) Iub nawet catych uktadéw (uktad immunologiczny).
St¢zenie biatka catkowitego, podobnie jak stezenie poszczegoélnych frakcji biatkowych
jest bardzo waznym wskaznikiem stanu fizjologicznego, w jakim znajduja si¢ zwierzgta.
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Zatem, ocena zdrowotnos$ci zwierzat, na podstawie wymienionych parametrow, jest po-
mocna zarowno w profilaktyce, jak i terapii zwierzat oraz umozliwia zminimalizowanie
strat ekonomicznych [Kostro i in. 2003].

Ze wzgledu na brak standaryzacji rozdziat elektroforetyczny surowicy w zelu agaro-
zowym nie znalazl tak szerokiego zastosowania w medycynie weterynaryjnej, jak w ludz-
kiej. W surowicy ludzkiej standardowo uzyskuje si¢ 6 frakcji biatek: frakcja albuminowa
oraz globulinowe (a,, a,, b;, b, , g) [Tomaszewski 1993]. W przypadku surowicy zwie-
rzgceej ilos¢ frakcji jest rézna. Zmiennos$¢ ta obserwowana jest zardbwno pomig¢dzy gatun-
kami jak i w obrebie gatunku. W przypadku surowicy §win wyréznia si¢ od 5 do 7 frakcji
biatkowych [Scheunert i Trautmann 1987] psa od 6 do 7, a konia nawet od 5 do 10 [ Cof-
fman 1969, Osbaldiston 1972, Kristensen i Firth 1977, Halliwell 1989].

Kontrowersje dotyczace zard6wno liczby frakcji jak i miejsca ich usytuowania, wynikaja
zazwyczaj ze stosowania no$nikdw o odmiennych wlasciwosciach fizykochemicznych (ro-
dzaj i gestos¢ zelu) lub réznic w parametrach prowadzonej elektroforezy (czas i napigcie).

Celem pracy bylo ustalenie obrazu elektroforetycznego surowicy zdrowych koni na
dwoch typach nosnika.

MATERIAL I METODY

Materiat do badan stanowity surowice 14 koni rasy Standardbred. Krew na skrzep po-
bierano od zdrowych, prawidlowo rozwijajacych sie¢, pottorarocznych zwierzat. Konie
utrzymywane byly w tych samych warunkach i jednakowo zywione.

W surowicach okreslono st¢zenie biatka catkowitego, oznaczono wielkosé, ilos¢ i ruchliwosé
frakcji elektroforetycznych oraz ustalono lokalizacj¢ a |— antytrypsyny. Do pomiaru stgzenia
biatka catkowitego zastosowano metode Lowryego dostosowang do parametrow czytnika
EL,800 (Bio-Tek Instruments INC., Universal Microplate reader). Odczyt przeprowadzono przy
uzyciu mikroptytek (bioMérieux, Round Base Plates M220 24A; 123x81 mm) w formacie 96.
Do utworzenia krzywej kalibracyjnej, jako wzorca biatkowego, uzyto roztworu krystalicznej
albuminy bydlecej — BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma®). Rozdziat elektroforetyczny prze-
prowadzono na dwoch zelach: Protein Gel 100, (Cormay) — 20 min przy napigeiu 100 V ina zelu
o wyzszej rozdzielczosci Hydragel HR (Sebia) — 40 min przy napieciu 80 V. Do identyfikacji
a |—antytrypsyny postuzyt zestaw GEL IFE (Cormay) oraz Polyclonal Rabit Anti-Human Alpha
— 1 Antitrypsin (DakoCytomation). Rozdziat prowadzono przez 25 min przy napieciu 100 V.

Odczyt densytometryczny dokonano przy uzyciu aparatu DS-3 (Cormay). Analize sta-
tystyczng przeprowadzono w oparciu o test -Studenta przy poziomie istotnosci p < 0,05.
Obliczen dokonywano przy uzyciu programu Statistica®.

WYNIKI I DYSKUSJA

Analizujgc proteinogramy surowicy konskiej, niektorzy autorzy [Osbaldiston 1972] nie
wyrdzniaja lub nie nazywajg ,,ramienia” pojawiajacego si¢ po katodalnej stronie frakeji albu-
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minowej, podczas gdy inni nazywaja je frakcja a; [Kirk i in. 1975, Green i in. 1982], badz a;,
[Massip 1in.1974]. Z powodu tej niezgodnosci autorzy opisujacy ,.rami¢” jako frakcje a;, ko-
lejna frakeje okreslaja mianem a,, ktora wedlug autoréw nie wyodrebniajacych ,,ramienia”
jest frakcja a; Warto podkresli¢, ze wartosci, ktore przyjmuje frakcja albuminowa beda wyzsze
w pracach zaliczajacych do niej ,,rami¢” [Green i in. 1982]. Dzigki immunofiksacji udowod-
niono w niniejszej pracy, iz owo zawsze mniej lub bardziej widoczne ,,rami¢” jest reprezento-
wane glownie przez bialko a; — antytrypsyne, zatem powinno stanowi¢ osobng frakcje¢ — a;.

W wykonanym rozdziale w zelu Protein Gel 100 wyodrebniono, u wszystkich bada-
nych zwierzat, osiem frakcji (albumina, a;, a,,, a5y, a5, by, by, g), natomiast w zelu Hyd-
ragel HR stwierdzono obecnos$¢ dziewiatej frakeji, powstatej w wyniku rozdzielenia biatek
migrujacych w strefie a,, (rys. 1). Corbell sadzit, ze owe ro6znice w ilosci frakcji nie sg
zwigzane z rasg [Corbell 1974]. Z kolei, Kristensen i wspotpracownicy obserwowali po-
jawienie si¢ dodatkowego piku u wszystkich badanych koni rasy Tennesee Walking Horse,
nie stwierdzili go nigdy u koni czystej krwi arabskiej, natomiast u pozostatych badanych
ras wystepowat on ze zmienng czestotliwoscia [Kristensen i Firth 1977]. U wszystkich 14
przebadanych w niniejszej pracy koni nalezacych do tej samej rasy Standardbred stwier-
dzono obecno$¢ dodatkowego piku we frakcji a,,
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Fig. 1. Proteinograms

Zootechnica 7 (2) 2008



26 A. Silecka i in.

Poszczegolne frakcje na obu zelach wykazywaly zblizone warto$ci, z wyjatkiem frakeji a,
oraz by (tab. 1). Odnotowano wyzsze wartosci frakcji a,, 1 b; w przypadku Protein Gel 100 oraz
frakcji ay, w przypadku Hydragel HR. Poniewaz, badania elektroforetyczne przeprowadzone
zostaly w tym samym czasie, z zachowaniem tych samych warunkow, przy uzyciu tych samych
probek surowicy, rozbieznosci te przypisane zostaly rodzajowi i czutosci uzytego nosnika.

W pordéwnaniu z wartosciami uzyskanymi przez Kristensena (tab. 2), stwierdzono
przede wszystkim, wyzsze Srednie stgzenie albuminy oraz frakcji a,y, (tab. 1). Mimo Ze,
zaobserwowane roznice w przypadku albuminy nie sg relatywnie duze i nie przekraczaja
25%, to w przypadku frakcji ay, sa dwukrotnie wigksze. Rozbiezno$ci w stgzeniach po-
szczegblnych frakcji moga mieé takze i w tym przypadku zwigzek z rodzajem uzytego
nosnika, gdyz Kristensen dokonywat rozdzialéw na octanie celulozy.

Tabela 1. Wartoéci badanych parametrow u ktusakow Standardbred na dwoch no$ni-
kach, g-L!

Table 1. Values of analyzed parameters in Standardbred horses according to two types
of agarose carrier, g-L!

Rodzaj no$nika
Type of carrier

Parametry
Parameters N=14
Protein Gel 100 Hydragel HR
68,61 £ 11,07
TP (54.85 — 89.70)
AG 0,80 = 0,08 0,84 + 0,08
(0,65 -0,95) (0,71 -0,97)
Albumina 30,45+ 5,02 31,34 +£5,07
Albumin (23,08 —38,86) (22,85 -40,43)
" 2,65+ 0,67 2,10+ 0,42
1 (1,72 -3,75) (1,28 -2,63)
a, - -
Oyys Oy - -
o 4,47 +0,88 2,34+0,68
2 (3,12-6,53) (1,20 -3,53)
o B 0,95+ 0,30
20 (0,44 —1,45)
“ B 1,47 +0,34
(0,91 -2,08)
o 3,04 £ 1,09 5,07 0,94
2 (1,4-4,59) (3,35-6,79)
o 6,76 = 1,47 6,49 £ 1,21
2 (5,13 -10,25) (4,90 - 9,55)
B 8,68 £2,02 7,30 + 1,02
1 (4,40-13,16) (5,70 - 8,64)
B 3,15+0,86 3,85+ 1,51
) (2,22 -4,87) (2,16-7,14)
9,43 £1,97 10,06 + 2,34
Y (6,4 —12,67) (6,75 — 14,40)

TP — biatko catkowite; A/G — stosunek frakcji albuminowej do frakcji globulinowej; N — liczba
osobnikéw w grupie badanej; () — wartosci minimalne i maksymalne; + — odchylenie standardowe.
TP — total protein; A/G — albumin/ globulin ratio; N — number of animals in research group;

() — minimal and maximal values; =+ — standard deviation.
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Tabela 2. Warto$ci badanych parametrow u zdrowych koni uzyskane przez réznych au-
toréw, g-L!
Table 2. Values of analyzed parameters in clinically healthy horses according to differ-

ent authors, g-L!

Warto$ci wg

Massip

A Values Kristensen Coffman i Fumicre Kirk Osbaldiston Matthews
RR ! iFirth 1977 1969 iin. 1975 1972 1982
according to 1974
AA
é\/{; Rodzaj
no$nika
TT A CA CA CA CA CA
RE Type of
YR carrier
S N 50 20 98 14 62 8
664+ 64 70 753+ 1.6
TP SIS oo S1E0T (PR 73 6474238
A/G - - - - - -
Albumina 23927 3 27506 30
Albumin (181-30,1) (29-38) 27:6%08 397 312  (28-33) 314£24
29+08 3,0+0,2
% (14-45) - 23402 (17-456) - -
. - 10 - - 10 -
2 (7-13) (6,6 11,5)
21202
o, a, - - =01 P - 1,940,226
. 33£09 B B B B B
2 (5-5.1)
. 1,7%0,4 B B ~ ~ _
N (0.8 2.6)
. 23+03 B B B B B
2 (177-29)
. 24508 - B B B B
2 (10-3.9)
7,0+23 8,2+0,8
% (.0 - 13.5) - 81404 (59159 - 6,5+13
101 %28 8 127511 10
B, @47-163) (6-12) BI04 (65 535 (70— 144) 9:2%3,0
5542,1 6 8,20,6 80
B, CI-113) @-12) H1*F03 551300  (55-11,6) 57+1L1
1152238 2 141206 15
¥ 61-183) (9-15) 52*F035 15 184  (104-18,1) 1014

TP — biatko catkowite; A/G — stosunek frakcji albuminowej do frakcji globulinowej; A — Zel agaro-
zowy; CA — octan celulozy; N — liczba osobnikow w grupie badanej; () — wartosci minimalne i ma-
ksymalne; + — odchylenie standardowe.

TP — total protein; A/G — albumin/globulin ratio; A — agarose gel; CA — cellulose acetate; N — num-
ber of animals in research group; ( ) — minimal and maximal values; + — standard deviation.

WNIOSKI

Elektroforeza biatek surowicy w zelu agarozowym jest podstawowym testem diagno-
stycznym obrazujacym zmiany zachodzace pomiedzy stezeniem poszczegoélnych frakcji
oraz stanowi podstawe do dalszej analizy poszczegoélnych biatek ostrej fazy.

Stosujac Hydragel HR w obrazie elektroforetycznym surowicy koni rasy Standardbred,
mozna wyodrebni¢ 9 frakcji — albuminowa, a;, a5, (35,4 1 34p)> 32p» 32¢, b1, by, 8. Zatem
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zastosowanie tego nos$nika umozliwia wigkszg precyzj¢ rozdziatu, a tym samym uzyska-
nie doktadniejszych wynikow. Jednak rozdziatl frakcji na dwie podfrakcje a,,, 1 a5,, ma
niewielkie znaczenie diagnostyczne i najczgsciej uzyskanie tylko jednego piku we frakcji
a,, jest wystarczajace. Dlatego, biorac po uwage czgstsze 1 bardziej ekonomiczne zasto-
sowanie Protein Gel 100, okreslenie wzorca podziatu frakcji dla tego no$nika wydaje si¢
szczegolnie istotne.
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SERUM ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF CLINICALLY HEALTHY
HORSES USING TWO TYPES OF AGAROSE CARRIER

Abstract. The electrophoresis of 14 sera taken from clinically healthy Standardbred horses was
preformed by means of two types of agarose gel. Eight fractions were obtained with Protein Gel
100 (Cormay). The mean concentration for each fraction was as follows: albumin — 30.45 g- L1,
a;—2.65gL7,a,, 447 gL, ay, —3.04 gL !, a,, - 6.76 gL, b, - 8.68 gL, b, - 3.15 gL,
g —9.43 gL . Whereas, using Hydrogel HR nine fractions were acquired, whose mean con-
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centrations were: albumin —31.34 g'L!, a; —2.10 gL', a,,— 2.34 gL\, (consisting of: a,,, —
0.95 gL' and ayy, —1.47 g L), a2y, — 5.07 gL, a,,— 449 gL, b, ~7.30 gL, b, - 3.85 gL},
g—10.06 g-L L. In order to measure total protein concentration (mean value: 68.61 +11.07 g'L 1),
Lowry’s method, adjusted to microplace reader E1, 800 (Bio-Tek Instruments INC., Universal
Microplate Reader), was employed. Albumin/ globulin ratio equals 0.80 g-L ! and 0.84 g-L1,
respectively. Furthermore, a ;— antitrypsin localization in proteinogram was determined by the
immunofixation kit (GEL IFE Cormay) and Polyclonal Rabbit Anti-Human Alpha — 1 Antit-
rypsin (DakoCytomation).

Key words: albumin, electrophoresis, globulin, proteinogram, serum fraction, total protein
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