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Elektroforetska analiza proteina i lipoproteina seruma
podbile (Chondrostoma phoxinus, Heck) na agarnom gelu

Elektroforetska analiza serumskih proteina riba na
agarnom gelu u posljednje vrijeme nalazi sve Siru
primjenu (ALTUHOV i NEFJODOV 1967, IPATOV
1970, JADRIC et al 1971-a), jer ima niz prednosti nad
vedinom drugih elektroforetskih tehnika. U prvom
redu medu ovim prednostima treba spomenuti brzinu
analize, minimalnu koli¢inu potrebnog uzorka i mo-
guénost da se veéi broj uzoraka analizira istovre-
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meno pod identi¢nim uslovima. Nadalje, kada se upo-
redo izvode elektroforeza i imunoelektroforeza na
agaru, mogude je bez teSkoca vrsiti identifikaciju pro-
teinskih frakcija prema pokretljivosti i antigenskim
osobinama (WINTERHALTE et al 1971, ABINUN et
al 1971).

Iz tih razloga, mi smo primijenili mikroelektro-
foretsku tehniku na agarnom gelu u ispitivanju serum-



skih proteina kod niza -slatkovodnih riba.sa podrud-
ja Bosne i Hercegovine (JADRIC et al 1971-b). Isti-
tivanja su pokazala zadovoljavajuée rezultate, te smo
u ovom radu poduzeli ispitivanje proteinograma se-
ruma Chondrostoma phoxinus, koji je u dosada$njim
istrazivanjima analiziran elektroforezom na papiru
(KALUDERCIC et al 1969. i 1970, BRKIC 1972). Mi
smo nadalje poduzeli istovremenu analizu lipoprote-
inskih komponenti u serumu Ch. phoxinus.

MATERIJAL I METODE

Ispitivania su vriena na 20 jedinki Ch. phoxinus
oba spola. Krv je uzimana presijecanjem repa i sa-
kupljena u hematokritske cjevéice, a potom centri-
fugirana tokom 4 minute u hematokritskoj centrifugi
Janetzki TH 12.

Elektroforeza je izvodena na 2%-tnom agarnom
gelu (Difco Noble Agar) po mikrometodi SCHEIDEG-
GER-a (1955) u aparatu »Egaton«. Za analizu je ko-
riSten Veronal pufer pH 8,2. Napon na elektrodama
je iznosio 70 V, a jaCina struje je bila 40 mA za
8 plotica. Bojenje Amido crnim 10-b i odbojavanje
octenom kiselinom je vr§eno po standardnoj metodi.

Kvantitativna analiza je izvodena denzitometrij-
skom metodom (JADRIC et al. 1971-<c).

Kao kontrolni uzorak za uporedenje pokretljivo-
sti i kvaliteta separacije, uz svaku probu je analizi-
ran i uzorak standardnog humanog seruma. Vrijed-
nosti dobivene za ckstinkcije po milimetru gela su
nanesene na milimetarski papir u omjeru 1:1 i kon-
struirani su dijagrami.

Elektroforeza lipoproteina je izdvojena pod istim
uslovima. Bojenje je vrieno Sudan crnim, a kvanti-
tativna analiza frakcije je takoder obavljena denzito-
metrijski.

REZULTATI I DISKUSIJA

Na slici 1 je prikazan izgled proteinograma seru-
ma Ch. phoxinus (gore) i seruma ¢ovjeka (dolje) na-
kon istovremene separacije na agarnom gelu.

Slika 1 — Elektroforetska slika serumskih protewna
Ch. phoxinus (gore) i seruma Sovjeka na agarnom gelu

Na slici se vidi pojava uocena i od ranijih istra-
zivaca (KALUDERCIC et al. 1969), naime odsutnost
proteina Ch. Phoxinus, koji bi pokretljivoiéu odgo-
varali gama globulinima ¢ovjeka. Separacija anodnih

frakcija u Ch. phoxinus. (albumin, alfa-1 i alfa-2 glo-

bulini). je veoma dobra, jasnija nego. kod nekih dru-
gih riba (JADRIC et al. 1971-b). Koncentracija bjelan-
¢evina u serumu ribe je znatno niZa nego u ¢ovjeka,
$to je u skladu s podacima koji se odnose na kon-
centracije proteina u serumu riba i drugih niZih kié-
menjaka (LEWIS, 1965, NIKOLIC, 1972).

Na slici 2 su prikazani uporedo dijagnami dobi-
veni denzitometrijskom analizom humanih proteina,
te proteina i lipoproteina Ch. phoxinus.

i

Slika 2 — Dijagrami ekstinkcionih vrijednosti serum-
skih proteina covjeka (tanka linija), te proteina i
lipoproteina seruma Ch. phoxinus na agarnom gelu

Na slici su naznadene ekstinkcione vrijednosti do-
bivene uz crveni filtar denzitometra. Kako se vidi
na dijagramu, dvije osnovne proteinske komponente u
serumu Ch. phoxinus su albumin i beta globulin. Li-
poproteini se elektroforezom na agaru frakcioniraju
u dvije komponente od kojih bria pokazuje pokret-
ljivost albumina i znatno je vece koncentracije. Spo-
rija komponenta lipoproteina ispoljava pokretljivost
alfa-2 globulina, slicno kao frakcija beta lipoproteina
covjeka.

Rezultati kvantitativne analize elferograma Ch. pho-
xinus su prikazani u tabeli I u formi srednjih vrijed-
nosti i standardne greske.

Tabela I — Relativne koncentracije proteina i lipo-
proteina seruma Ch. phoxinus nakon elektroforeze na
agarnom gelu

Iz tabele se vidi da je koncentracija albumina
nesto ispod 46% u prosjeku, §to se priblizava sred-
njim vrijednostima u serumu nekih drugih ciprinida
(JADRIC et al. 1971-b). Najvede variranje rezultata
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je bilo u frakciji beta globulina, §to je uvjetovano
izvjesnim stupnjem hemolize u nekim slucajevima.

Kvantitativna analiza lipoproteina je potvrdila da
se vise od dvije tred¢ine lipoproteinskog materijala
mo¥e dokazati u brzoj frakciji, tzv. »lipalbuminu«
(BARON, 1968).

Kvantitativna distribucija lipoproteinskih frakcija
se unekoliko mijenja u toku konzerviranja seruma
na +4°C, iako kod Ch. phoxcinus te promjene nisu
izrazene u onoj mjeri u kojoj se javljaju kod riba
nekih drugih rodova (JADRIC et al. 1971-d, 1971-e).

ZAKLJUCAK

Elekiroforetska analiza proteina i lipoproteina se-
ruma Chondrostoma phoxinus (podbile) je izvr3ena
na 2%-tnom agarnom gelu.

Kvantitativna denzitometrijska analiza je pokazala
dosta veliku podudarnost sa podacima dobivenim elek-
troforezom na papiru. Srednje vrijednosti proteinskih
frakcija pokazuju predominaciju albumina i beta
globulina.

Vige od dvije treéine lipoproteinskog materijala
se mode dokazati u sastavu brze komponente lipo-
proteina.

AGAR GEL ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF
SERUM PROTEINS AND LIPOPROTEINS IN
CHONDROSTOMA PHOXINUS

Summary

Electrophoretic analysis of proteins and lipopro-
teins in the sera of Ch. phoxinus was performed in 2%
agar gel, with subsequent densitometric analysis.

The mean values of protein faction in 20 speci-
men were as follows: Albumin 45,84%- alpha- globu-
lins 10,85%, anlpha-2 globulins 13,37%, and beta glo-
bulins 29,94%. Gamma globulin fraction was not
foud.

Lipoproteins were fractionated in two principal
components: fast lipoprotein (»lipalbumin«) with
mean concentration of 67,7%, and slow fraction of
alpha-2 mobility whose relative concentration was
32,3% in average.
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