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Papirna elektroforeza bjelancevina seruma I
Prilog metodici papirne elektroforeze

NEBODAR SKARICA

Nakon velikih uspjeha klasi¢ne elektroforetske metode Tiselius-a za
karakterizaciju bjelancevina i za njihovo analiti¢ko odnosno preparativno
odjeljivanje, pokusano je, uglavnom istodobno na viSe mjesta, pojedno-
stavniti spomenutu metodu, ukloniti neke njezine nedostatke, a u prvom
redu uéiniti je pristupa¢nijom i skromnije opremljenim zavodima. PokuSaji,
da se primjenom elektromigracije u nepokretnom mediju®®) (razliciti geli,
stakleni prah, azbest, filter-papir i sl.) uklone anomalije gradijenata, kojih
se udinak $tetno o&ituje u slobodnoj elektroforezi, pa nastojanja, da se
sprijeée konvekcione struje i tako stabiliziraju pomi¢ne graniéne plohe,
s druge pak strane najveéi uspjesi papirne kromatografije i ostalih kro-
matografskih metoda primijenjenih u najrazli¢itijim granama kemije, imali
su za posljedicu, da je rjeSenje problema pojednostavnjenja elektroforet-
skih postupaka traZeno u vrienju elektroforeze u kapilarnim sistemima,
u prvom redu na filter-papiru. Najprije su opisani postupci za papirno-
elektroforetsko odjeljivanje (jonoforezu) amino-kiselina i drugih maleno-
molekularnih, joniziranih spojeva, a zatim metode frakcioniranja bjelan-
Gevina® 6 10, 11, 12, 19, 23, 25, 36, 39, 42, 44, 49)  Tako izradene metode ubrzo su nasle
primjenu i u raznim podrudjima &iste kemije, i u mnogim njezinim primie-
njenim granama, narodito u medicinskoj kemiji. Tu su u prvom redu dosla
do izraZaja papirno-elektroforetska istraZivamja bjelan¢evina normalnih i
patologki promijenjenih seruma2® * %), cerebrospinalne tekuéine* 43), mo-
kraée®), oéne tekuéine™): encima’® 3 %), hormona odnosno hormonsko-
proteinskih kompleksa'® 3t %7), virusa'), antigena*), hemolizata eritrocita®),
zatim odredivanja pokretljivosti razligitih proteinskih frakcija*®), njihovog
sastava u pogledu amino-kiselina®), njithove izoelektriéne totke™), pa
istrazivanja vezanja sulfamida na pojedine proteinske frakcije®), usporedi-
vanja seruma raznih Zivotinjskih vrstal¥), izoliranja pojedinih proteinskih
frakcija u svrhu daljeg, osobito seroloskog, istrazivanja'?, i t. d.

Ubrzo nakon razradbe opisanih jednostavnijih uredaja za papirnu
elektroforezu u analiticke svrhe, izradeni su i sloZeniji uredaji za prepa-
rativno papirno-elektroforetsko frakcioniranje bjelanéevina seruma i dru-
gih tvari® & 1% 47, kod kojih se putovanje &estica u elektri¢cnom polju vektor-
ski zbraja s putovanjem u struji otapala. Opisana je i dvodimenzionalna
papirna elektroforeza?®) u amalogiji s dvodimenzionalnom papirnom kroma-
tografijom. Objavljeno je veé i nekoliko skupnih referata, posvecenih dje-
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lomi¢no ili posve papirnoj elektroforezi!? 2. 2. 4. %), Na podruéju papirne
elektroforeze radi se i kod nas® 39).*

U namjeri da papirno-elektroforetski prougimo bjelandevine seruma
‘domatih Zivotinja, zdravih i bolesnih, nastojali smo, na temelju papirno-
elektroforetskih metodika opisanih u literaturi, kao i na temelju vlastitih
opazanja i iskustava, sakupljenih u mizu brojnih predpokusa, sastaviti do
skrajnosti jednostavnu aparaturu, prikladnu za izvrSenje velikog broja
elektroforetskih odredivanja odjedamput. U ovom saopéenju opisat éemo
na$ eksperimentalni uredaj i postupak kao i stanovita iskustva i rezultate,
do kojih smo dosli u toku rada na ovom podruéju, a ujedno éemo se i kri-
ticki osvrnuti na razne metodicke pojedinosti papirno-elektroforetskih
postupaka,

EKSPERIMENTALNI DIO

1. Princip papirne elekiroforeze, Papirna elektroforeza u biti je sli¢na
slébodnoj elektroforezi: bjelanevina se rastavlja ma frakcije zbog razli-
Cite pokretljivosti pojedinih komponenata u elektri¢nom polju. Ta je po-
kretljivost, kod odredenog gradijenta potencijala i temperature, funkcija,
u prvom redu elektri¢nih svojstava proteinske &estice (koja zavise o
aktuelnoj kemijskoj reakciji i aktivitetu elektrolita), a u drugom redu nje-
zine veli¢ine i oblika. Za razliku od slobodne elektroforeze, putovanje
koloidnih jona bjelanéevine ne zbiva se u homogenom mediju (puferw), veé
u kapilarnom sistemu — traki filter-papira, natopljenoj prikladnim pufe-
rom, Traka filter-papira uronjena je svojim krajevima u elektrodne posude
napunjene odredenim puferom. Na traku se kapne otopina, koju Zelimo
elektroforetski frakcionirati, pa se ukop&a struja. Nakon elektroforeze,
proteinske se frakcije mogu fiksirati na papir susenjem, s pomoéu raznih
kemikalija i sl, i nakon toga obojiti, Obojena se traka moZe razrezati na
pojedine zone, boja eluirati i kolorimetrijski odrediti, i na taj maéin izvr-
§iti kvantitativna analiza podetne smjese. Postoje takoder i drugi na&ini
za kvantitativnu obradbu elektroferograma.

2, Aparatura, U nizu predpokusa, kojih rezultate posebno ne mnavodimo, uogili
smo i upoznali najpodesnije uvjete za vrSenje papirno-elektroforetskih istraZivanija,
va smo sastavili slijedeéi jednostavni uredaj, koji nam daje dobre rezultate.

Elektroforetska komora jest obiina plosnata drvena kutija, iznutra parafinirana.
Dimenzije kutije i ostalih dijelova vide se iz slike (v. sl. 1). Prednja je stijenka
kutije za 2—3 cm mniZa od stragnje, tako da staklene ploge, kojim je kutija pokri-
vena, ne stoje sasvim vodoravno, nego su malo nagnute. To je potrebno zbog toga,
da voda, koja destilira iz traka i kondenzire ma ploSama, me bi kapala natrag na
trake, Na gornjem mubu kutije, posvuda naokolo, dzduben je kanal, u kojem se
nalazi obi¢na gumena cijev mekih stijenki. Kad se kutija poklopi s relativno teskim
staklenim plocama (debljina stakla 6—8 mm), spomenuta cijev prilegne uz kanal
i wz ploge, pa dobro zatvara kutiju, §to je vaZno radi postizavanja i lodrZavanija
zasi¢enosti atmosfere vodenom parom w kutiji. Gumena cijev moZe se i vazeli-
nirati, da jo3 bolje zatvara prostor kutije. (Neki istrazivai®’), da bi postigli potpunu
hermetiinost, stavljaju w kanal Zivu) U kutiji se nalaze 2 duge staklene kivete, (U

* U ovom kratkom skupnom prikazu ogranikili smo se iskljullivo na papirno-
elektroforetske metode istrazivanja, i to samo bjelantevina, U pogledu frakcioniranja
proteina u drugim poroznim ili galertnim sistemima, kao i u pogledu frakcioniranja
najrazlicitijih drugih tvari (amino-kiselina, peptida, nukleotida, Seéera, celuloze, te
osobito anorganskih jona) upuéujemo na spomenute skupne prikaze.
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pomanjkanju takvih kiveta mogu se naGimiti sliéne kivete od plasticne mase ili
drveta, pa se takoder parafiniraju.) Kivete su po svojoj duljini \pjodlj‘el]exn(e na 2
jednaka dijela okomitom staklenom pregradom, nesto nizom od samih kiveta. Preko
te pregrade prebadena je traka filter-papira, koja tako stvara most jzmedu pravog
elektrodnog prostora @ prostora, m kojem su wronjene trake (srednjeg prostora).
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Sl. 1. Aparatura za elektroforezu na filter-papiru u tlocrtu i nacrtu. 1: pokrovne staklene
wploi?e; 2, stak}fzna ploda, koja zatvara pukotinu izmedu pokrovnih ploda, kad se te razmaknu;
-3: drvex}g kutija; 4: gumena .gi.jev u udubini na gornjem rubu kutije; 5: staklene kivete; 6: pla-
{;)ms.«ke zice (elektrode); 7: cijevéice s utaljenim platinskim elekirodama, napunjene Zivom radi
ol,u_eg spoja 1zyledu dovodnih Zica i elektroda; 8: elektrodni prostori; 9: srednji (unutarnji) pro-
stori; 10: uzduZne pregrqde; 11: mostovi od filter-papira; 12: stakleni okvir; 13: elektroforetska
traka filter-papira; 14: olovne stezaljke za optereéenje trake.

Fig. 1. Paper e‘leotrqphone\siws apparatus, viewed from above and in front. 1: glass lids; 2: glass
plate .to cover the slit b‘etween the glass lids when they are separated; 3: wooden box; 4: rubber
tube in groove carved in the upper edge of the box to insure its tightness; 5: glass cuvettes;
6: platinum wire electrodes; 7: tubes with fused in electrodes, partially filled with mercury, to
malge a bettgzr junction between the electrodes and the copper leads; 8: electrode compartments;
9: inner (midle) compartgnents; 10: glass partitions; 11: filter paper bridges; 12: glass support
frame; 13: filter paper strip; 14: lead clips to hold the strip stretched.

va:nh»;u je tog wredaja, da se promjeme pH, koje mnastaju w toku elektroforeze u
okolici elektroda, ne prodire u prostor, u koji su uronjene trake ili ¢ak i na same
trake. Kao elektrode upotrebljavali smo ispodetka wugliene Stapice, a kasnije smo
predli na platinsku Zicu, kojom se &i§¢e radi. Nage platinske elektrode dugacke su
aug-lzw;vom tolikor koliko i same kivete, i to zbog toga da bi mazmak (dakle 4 pad
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potencijala) od elektrode do filter-papira za sve trake bio jednak, pa prema tome:
jednak i gradijent potencijala u svim trakama. Kasnije smo! ustanovili, da se jednako-
dobro moze raditi i s kra¢om platinskom elektrodom smjeStenom bilo gdje u elek—
trodnom prostoru, i to poradi toga $to pad napona kroz elektrolit — zbog velikog
otpora u trakama — iznosi ng putu od elektrode do trake jedva kojih 5% od ukupnog
pada napona (a i tih 5% otpada dobrim dijelom na opisane mostove izmedu sred-
njih i elektrodnih prostora). U kutiju se jo§ stavlja okvir od staklenih S3tapowva,
preko kojeg se prebacuju i koji pridrzava trake za elektroforezu. Na uglovima tog:
okvira nataljene su 4 staklene noge, koje, da bi polozaj stalka u kutiji bio fiksiran
i idealno horizontalan ($to je vaZno za dobivamnje dobrih elektroferograma), pristaju
u Cetiri pripadne udubine u dnu kutije, Kutija je pokrivena dvjema debljim sta-
klenim plotama, koje su po sredini, tamo gdje se sastaju, ubrusene, tako da kutiju
dobro zatvaraju. Dobro je ma dno kutije razmjestiti navlazenog filter-papira, da se
vlazna komora $to brZe zasiti vodenom parom,

3. Reagensi. a) Pufer: 0,1 M veronal-acetat, pH = 8,6, u = 0,1. Pufer se pripravi
tako, da se jednaki valumni dijelovi otopina 0,1 M veronal-natrija i 0,1 M natrijeva
acetata pomijesaju, pa dobivenoj smjesi doda toliko 0,1 N HCI, da pH bude 8,6 £ 0,1.
(Za 2 1 spomenute smjese potrebnio je oko 170 ml 0,1 N HCI.)

b) Otopina za bojenje: 10°% (v/v) otopina octene kiseline u metanolu, zasi-
éena amido-crnilom (»Amidoschwarz 10B«, »Bayer-Werke«, Leverkusen).

c) Otopina za ispiranje: 10% (v/v) otopina octene kiseline u metanolu,

d) Otopina za eluiranje: smjesa od jednakih volumnih dijelovq metanola i vode,
zasi¢ena natrijevim karbonatom.

4. Izvedba elektroforeze, Filterpapir »Whatman« br, 2, odnosno druga vrst pri-
kladnog papira, izreze se ma trake Siroke 2 cm, a dugacke 43 cm (duljina traka ravna
se prema dimenzijama aparature). Trake se na krajevima opterete zgodnim utezima.
U tu se svrhu mogu upotrijebiti stakleni S$tapié¢i; mi upotrebljavamo olovne wutege,
koji su napravljeni iz malih olovnih prizama 2X1X1 cm. Prizme se uzduzno zarezu
skoro do kraja, i u tako nastali procijep stavi se kraj trake filter-papira. Ako se
sad takva olovna stezaljka prstima &vrsto stisne, ona sasvim dobro drzi traku. Trake
se prebace preko stalka, ostavljajuéi izmedu pojedinih traka po nekoliko milime-
tara razmaka, Nag stalak nosi maksimalno 18 traka.

U meduvremenu se sva 4 prostora u kivetama mapune puferom do par mili-
metara fspod ruba srednje wzduzne pregrade, a u srednjim, progtorima jo§ i mize,.
zbog dizanja razine pufera nakon wuronjavanja traka. Potrebno je paziti, da razine
pufera nakon wronjavanja traka budu u sva 4 elektrodna prostora priblizno u istojf
horizontalnoj wavnini, jer inade trake djeluju kao teglice, $to uzrokuje pomak pro-
teina na trakama, a eventualno i losije slike. Spomenuto izravnanje razina lako se
posti¥e opreznim dolijevanjem pufera, no elektrodnj se prostoni mogu pretvoriti
i u spojene posude sistemom gumenih cijevi®), koje se, naravno, za vrijeme elektro-
foreze iskljue. Razmjerno skupi pufer ne treba mijenjati prije svakog ogleda, no
dobro je ¢e3ée kontrolirati kapacitet pufera. Mi vr§imo istim puferom redovito Cetiri
ogleda s po 18 traka, pri ¢emu sukcesivho mijenjamo smjer elektroforeze (polaritet
elektroda). Nakon tako proteklih 0,6—0,7 ampersati, tekuéinu iz elektrodnih pro-
stora bacima, tekudine iz srednjih prostorg pomijeSamo i premjestimo u elektrodne
prostore, a srednje prostore napunimo svjezim puferom. Kad su kivete spremne,
stalak s trakama oprezno se wloZi u kutiju, kutija poklopi, a zatim se pusti, da se
trake same napiju pufera kapilarnim usisavanjem. Barem 5 minuta nakon Sto su
se fronte pufera po sredini traka spojile, stakleni se pokrovi malo razmaknu, i kroz
tako mastalu pukotinu stavlja se po 10 ul seruma. Pukotinu je dobro drzati pokri-
venu oduljom staklenom plofom, Serum se stavlja iz graduirane mikropipete, u crti
dugackoj cca 10—12 mm, po sredinj trake i okomito na nju. Nakon $to su sve
trake tako pripravljene, stakleni se pokrovi opet sastave, priSeka se jo§ % do 1 sat,
da se prilike u komori uravnoteze, a onda se ukopéa struja. Mi upotrebljavamo isto-
smjernu filtriranu struju iz jednostavhog elektromskog ispravljala mnestabiliziranog
napona od 150 V. (U pokusimg s idealno istosmjernom strujom iz akumulatorske ba--
terije od 120 V mismo dobivali bolje rezultate) Vrijeme trajanja elektroforeze zavisi
o dimenzijama traka, upotrebljenoj napetosti, stupnju rastavljanja, koji se Zeli po-
sti¢i i t. d. Nakon 20 do 30 sati struja se prekine, stalak s trakama izvadi, utezi

. posuSe od suvidna pufera ili se jednostavno odrezu (pri Gemu treba trake uz stalak.
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fiksirati s pomocu 2 staklena $tapa), a stalak s trakama osusi u termostatu (15 minuta
kod 105—110°C), Zatim se odrezu oni dijelovi traka, za koje se pretpostavlja dq
sadrZavaju bielandevinu, pa se pristupa bojenju. Mi bojimo trake u plitkoj staklenoj
kadi, pokrivenoj brusenim staklenim pokiopcem. Trake se najprije boje 30 minlurta
u opisanoj otopini za bojenje, a onda se navedenom otopinom za ispiranje ispiru
5 do 6 puta po 10 do 15 minuta, da se ukloni suviSak boje. T'o ne uspijeva potpuno,
pa dijelovi traka, na kojima mije ni bilo bjelandeyine, ostanu svjetlo plavi. Napokon
se trake jo§ 1—2 put kratko provuku kroz eter, i zatim puste da se osuSe. Za eluiranje
boje, trake se razrezu na pojedine dijelove, koji odgowvaraju pojedinim frakcijama
bjelandevine, a s oba kraja trake uzmu se 2 komada, na kojima nije ni bilo bjelan-
&evine (@ ogled), Duljine izrezanih dijelova izmjere se (u mm), da bi se ekstinkcije
eluiranih dijelova s bjelandevinom mogle kasnije korigirati za < ogled, t. j. za boju
vezanu na celulozu, Pojedini se dijelovi eluiraju m epruvetama, svaki s po 6 ml
otopine za eluiranje. Nakon 2 do 3 sata, a jo§ bolje makon stajanja preko noci,
eluwirana se boja fotometrira. Mi radimo s Fisherovim elektrofotometrom, prilago-
denim za obi¢ne Setverouglate kivete kakve se wupotrebljavaju w Pulfrich-ovu foto-
metru, Radimo s kivetama od 1 cm, i sa zelenim filtrom, koji propusta relativno
Siroku spektrainu vrpeu w podruéju od 525 mp. Nakon 3to se ckstinkcije korigiraju
za @ ogled (uzevdi u obzir duljine pojedinih dijelova), izracuna se sastav amalizirane
bjelandevine u relatvnim procentima na taj nadin, da se sve korigirane ekstinkcije
pojedinih frakcija zbroje, a pojedine ekstinkcije izraze u procentima tog zbroja. Ako
je paralelno dzvrSeno odredivanje ukupne bjelantevine u doticnom serumu, onda se
lako izradunaju i apsolutni procenti pojedinih komponenata.

U stanovitim patolodkim sludajevima tesko je odijeliti pojedine frakcije na traci.
U takvim sluGajevima, ili uopée, ako se zeli imati elektrotoretski diagram doti¢nog
seruma sli¢an diagramima slobodne elektroforeze, traka se ne reZe na opisani nadin,
ved se izreze na pruge jednake Sirme (3—5 mm), koje se oznade brojkama i eluiraju
na jednak nacin. Ako se na apscisu nanesu brojéane oznake tith pruga, a na ordinatu
pripadne ekstinkcije, dobivaju se poznati diagrami, koji se onda integriranjem na
uobi¢ajen nalin preratunaju u relativne procente,

DISKUSIJA O METODICI

1. Aparatura, Kad bi se papirna elektroforeza vriila na otvorencm
prostoru, trake bi se brzo osusile radi spontanog ishlapljivanja vode,
koje je kod elektroforeze jo3 i nesto pojacano zbog Joule-ove topline, koja
se razvija u trakama u tijeku elektroforeze. Radi toga je potrebno elektro-
forezu vrsiti u zatvorenu sistemu. Osim toga meki istrazivadi mastoje, da
prikladnim uredajem uklanjaju suvisnu toplinu, odrZavajuéi na taj nadin
temperaturu traka pribliZzno konstantnom. Tako Cremer i Tiselius®) stavljaju
trake izmedu staklenih plo€a, pa sve skupa urone u klorbenzol, a Michl?)
uranja traku izravno u toluol. Drugi pak ne upotrebljavaju nikakvu teku-
¢inu za hladenje, nego trake drze u »vlaznoj komori«, t. j. u zatvorenom
prostoru zasi¢enom vodenom parom. Mi smo se priklomili ovom drugom
nalinu, jer je zgodniji za obradbu velikog broja paralelnih ogleda, jer
otpada dosta neugodno manipuliranje s klorbenzolom, i jer metoda s pri-
mjenom klorbenzola ima i drugih nedostataka'®). Osim toga po metodi
s klorbenzolom ne dobivaju se tako dobra frakcioniranja kao po metodi
u vlaZnoj komori, $to priznaju i oni istrazivaéi, koji inace rade po prvoj
metodi**). Metoda s klorbenzolom narocito je prikladna, kad do rezultata
treba do¢i brzo (na pr. kod klinicko-kemijskih analiza) jer se zZbog hlade-
nja mogu upotrijebiti veée napetosti. Nama je pak u prvom redu bilo
stalo do moguénosti, da velik broj ogleda izradimo odjedamput.

U pogledu naéina vjesanja traka u vlaZnoj komori jedni preporuduju,
da se traka prevjesi po sredini preko $tapica ili Zice i pusti da obje polo-
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vice trake, skoro okomito, slobodno vise u vlaznoj komori®), dok drugi
razapinju traku tako, da je ona vise ili manje vodoravno napeta®?), U prvom
sse sludaju istraZivana otopina kapne na sredinu trake, dakle bas na ono
mjesto, na kojem je traka u dodiru sa stapiéem ili Zicom, preko kojih je
prevjeSena. Mi smo opazili, da se kod takve izvedbe Zesto put na tom
mjestu zadrzi malo bjelandevine, zbog Sega se kasnije, nakon obojenja,
vidi i trag nosada trake. Osim toga, kod takvog nadina vjesanja traka,
prilike u traci (vlaZnost, otpor, gradijent potencijala) zavise u stanovitoj
mjeri, zbog hidrodinami¢ne ravnoteZe izmedu kapilarnih i gravitacionih
sila, o udaljenosti od razine pufera odnosno vrha trake?), sto moze utjecati
na_elektroforetsko frakcioniranje. Zato smo se radije priklonili drugom
nadinuy, t. j. trake optereéujemo na krajevima i prebacujemo ih preko pri-
kladnog stalka tako, da su napete u vodoravnom poloZaju. Na taj nadin
onaj dio trake, preko kojeg putuje bjelandevina, nije u dodiru ni s kakvim
stranim tijelom. Nismo mogli opaziti, da bi se u pojedinim dijelovima trake
»nakupljao pufer«®), $to bi se inage oéitovalo u nejednolikom padu nape-
‘tosti uzduZ trake i losijem frakcioniranju. \

Za mijesto stavljanja seruma izabrali smo sredinu trake, jer se, prema
nasem iskustvu, u tom sluéaju pojedine frakcije najljepse odjeljuju, a re-
zultati, osobito u pogledu daljine putovanja frakciia, daju najbolje re-
producirati, To je vazno osobito onda, kad se radi sa serumima razlicitih
Zivotinjskih vrsta, i to zbog identifikacije nojedinih globulinskih frakcija.
U slucaju, kad se radi sa serumima jedne te iste vrste, ili ako se Zeli
iskoristiti cijelu duljinu trake, ili se Zeli trajanje frakcioniranja produ-
ljiti, serum se moZe staviti i na koje drugo mjesto trake, blize katodi.

2. Filter-papir. Vrst filter-papira od velike je vasnosti za dobivanje
dobrih elektroferograma. S mnogim vrstama filter-papira (veéinom ne-
poznate proizvodnje) dobivali smo loSe, pa i posve neupotrebljive slike.
Najbolje rezultate dobivali smo pri upotrebi papira »Whatman« br. 1 i 2
i »Munktell« br. 20. Papirom »Munktell« br. 20 peterostruke debljine?)
nismo dobivali tako dobre rezultate. Cini se, da je jakost struje kod rada
s tim papirom prevelika, pa se tim papirom postizu najbolji rezultati samo
uz hladenje.

3. Elektri¢ni uvjeti; dimenzije traka. Upotrebljena napetost ne smije
biti prenmiska, jer su u protivnom sludaju gradijent potencijala, dakle i
brzina putovanja proteinskih frakcija, premali, t. j. vrijeme potrebno za
dobro odjeljivanje pojedinih frakcija predugo. S druge strane, previsoka
napetost uzrokom je prejake struje, sto dovodi do prevelikog ugrijavanja,
isparavanja vode, strujanja elektrolita u traki i t. d. lako neki istrazivadi
radije upotrebljavaju razmjerno visoke napetosti odnosno gradijente po-
‘tencijala (od nekoliko stotina volta sve do 1000 V* 36) uz pripadno kraée
trajanje elektroforeze, mi smo radije primijenili niZe mapetosti (150 V)
i zato dulje trajanje elektroforeze {20 do 30 sati). S obzircm na jakost polja
vaZna je naravno i duljina trake, za koju takoder postoji neka srednja opti-
malna vrijednost, Sirina trake nema.za sam tijek elektroforeze narodita zna-
¢enja, Mi u pravilu radimo s relativno uskim trakama (2 cm) i na svaku
traku stavljamo po jedan serum. No vrili smo pokuse i s mnogo $irim tra-
kama, na (kcje smo stavljali po vise seruma paralelno jedan do drugog.
Upotrijebili smo $to vise i »traku« $iroku jedno 40 cm (t. j. maksimalne $i-
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rine s obzirom na dimenzije nase aparature), na kojoj smo paralelno stavili
po 10, pa i viSe razli¢itih seruma. U svim se tim slucajevima dobivaju do-
bra elektroforetska frakcioniranja. No s obzirom na kasnije kvantitativno
iskoristenje dobivenih elektroferograma (rezanje, eluiranje i t. d.) rad se
s pojedina¢nim — 2 cm $irokim — trakama pokazao kao najprikladniji.

4. Pufer. Pufer treba da ima s jedne strane $to veéi kapacitet, jer su
tada dobivene frakcije ostrije ogranitene, s druge pak strane §to manju
vodljivost, radi Joule-ove topline. Ako se jo§ uzme u obzir utjecaj jonske
jakosti na elektroforetsku pokretnost proteina, onda je o¢ito da za neki
odredeni pufer postoji stanovita optimalna koncentracija za izvedbu elektro-
foreze. Mi smo okusali nekoliko razli¢itih puferskih sistema, koji se obiéno
upotrebljavaju kod papirne elektroforeze, tako na pr. 0,05 M veronal-
pufer®, pa veronal-acetat pufer'®), i to u razli¢itim koncentracijama, Pri tom
smo opcenito opazili, da je brzina putovanja proteinskih frakcija to veda,
a same frakcije to slabije ograni¢ene (difuzne), $to je koncentracija pufera
manja. Veronal-acetat pufer, pH = 8,6, ». = 0,1 ucinio nam se najpriklad-
nijim, pa ga u nasoj standardnoj metodi isklju¢ivo i upoctrebljavamo. Pri-
pravljamo ga bez dodatka natrijeva klorida, a potrebnu jonsku jakost po-
stizavamo podeSavanjem koncentracija veronal-natrija, natrijeva acetata i
ssolne kiseline.

Opisani pufer upotrebljavamo i za Zivotinjske serume, a ne samo za
humane, iako je poznato, da za serume razligitih Zivotinjskih vrsta postoje
razli¢iti puferi, koji daju optimalna frakcioniranja. Tako je na pr. za frak-
cioniranje konjske plazme klasiénom metodom prikladniji fosfatni pufer
pH 7,7, nego veronal-pufer pH 8.6*) .No kako pitanje optimalnih pufera za
papirno-elektroforetsko frakcioniranje razlicitih Zivotinjskih seruma nije
jos§ istrazeno, to zasad upotrebljavamo opisani veronal-acetat pufer.

5. Stavljanje seruma. Stanovita mala koli¢ina seruma (1—50 pl) kapne
se obi¢no na puferom ovlaZenu traku. Mnogi autori ne nanose serum u obliku
kapi ve¢ crtasto, okomito na smjer trake. Takav naéin je i po nasem isku-
stvu bolji, jer se dobiju ostrije ogranicene frakcije. Neki istraZivaci® $44?)
stavljaju serum na suhi papir, kojega odmah zatim ovlaZe puferom. DrZimo,
da to nije dobro, jer se u tom slu¢aju jedan (doduse mali) dio bjelandevine
tako ¢vrsto veZe na papir (uz istodobno eventualno denaturiranje), da
kasnije ne putuje sa svog po&etnog polozaja, Spomenuto vezanje malih ko-
licina bjelancevina na suh papir mnogo je manje (prakticki nikakvo), ako
se serum prije elektroforeze razrijedi s puferom ili fiziolo§Skom otopinom,
ili ako se nativni serum stavi na traku, koja je nekoliko sati, ili preko
no¢i, stajala u vlaznoj komori, i tako dosla u ravnotezu s okolnom atmo-
sferom, zasiéenom vodenom parom. No kako prvi nadin umanjuje todnost
kvantitativne obrade elektroferograma (jer je premalo bjelanievine), a
drugi nadin produbljuje trajanje cijelog postupka, a razrijedi se i pufer
s kojim se kasnije traka matopi, to drzimo, da je najzgodnije serum stavljati
onako, kako je opisano u eksperimentalnom dijelu.

6. Tok elektroforeze. Kod nase aparature jakost struje u toku elektro-
foreze polagano i neprestano raste. Tako je na pr. u jednom nasem
tipicnom ogledu od 18 traka po 2 cm $irine, ukupna jakost struje porasla
nakon 20 sati sati od 5,7mA na 6,7mA. Uzroci su toj pojavi razli¢iti, lako jo§
nismo vréili kvantitativna mjerenja o relativnom udjelu pojedinih faktora
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u porastu jakosti struje, ipak na temelju jednostavnih pretpokusa drzimo,
da ih ima barem tri: koncentriranje pufera u trakama, elektrodne reakcije
.1 porast temperature. Joule-ova toplina, koja se razvija u trakama, kom-
penzira se konvekcijom u atmosferi vlazne komore, a i laganim ishlaplji-
vanjem vode iz traka, $to ima za posljedicu kapilarno usisavanje pufera iz
elektrodnih posuda i s tim u vezi polagano koncentriranje pufera odnosno
povecanje njegove vodljivosti. Taj je efekt mnogo veéi, ako vlazna komora
nije dobro zatvorena; no on postoji i kod hermeticki zatvorene komore,
jer voda iz traka jednostavno destilira i kondenzira na hladnijim dijelovima
komcre. PoviSenje temperature traka, u toku elektroforeze pod naSim
pokusnim uvjetima, vrlo je maleno, jedva kojih 1—2°C iznad okolidne tem-
perature. U koliko jakost struje nije prevelika, to se u pogledu tempera-
ture uskoro nakon pocetka elektroforeze uspostavi stacionarno stanje,
a Joule-ova toplina kompenzira na opisani nacin. No koliko god je porast
temperature malen, ipak i on sigurno utjee na porast vodljivosti si-
stema. Napokon, u toku elektroforeze zbivaju se na elektrodama elek-
trodne reakcije, zbog kojih dolazi do porasta koncentracije H* odnosno
OH" u doti¢nim elektrodnim prostorima (5to se ogituje u promjeni pH).
Kako su vodljivosti tih jona mnogo veée od vodljiivosti ostalih jona, to su
spomenute reakcije takoder faktor, koji utjede na poveéanje vodljivosti
cijelog sistema. Mi nismo mogli opaziti, da bi opisani efekti (porast tem-
perature i jakosti struje) loge utjecali na frakcioniranje pojedinih kompo-
nenata seruma, pa stoga nismo ni nastojali, da reguliranjem napetosti ili
otpora u toku elektroforeze, odrzimo jakost struje konstantnom.

Brzina putovanja pojedinih frakcija nije konstantna, nego se u toku
elektroforeze polako umanjuje, to vise, §to je jakost struje veéa, Uzrok
je toj pojavi u prvom redu opisano koncentriranje pufera u trakama, zbog
kojega dolazi do porasta njegove jonske jakosti, §to pak ima za posljedicu
umanjenje zeta potencijala, pa prema tome i brzine migracije koloidne
Cestice. Za umanjenje brzine putovanja odgovoran je manjim dijelom i
pad gradienta potencijala uzdu? trake, do kojeg dolazi radi opisanog
porasta jakosti struje, koliko se dakako radi s nestabiliziranim izvorom
struje. (Na pr. u nagem slucaju, ako struja naraste za 1 mA, ukupna napetost
padne za kojih 6 V.) Napokon na brzinu putovanja proteinskih frakcija
na traki utje¢e u stanovitoj mjeri i opisano kapilarno usisavanje pufera iz
elektrodnih posuda, koje na jednoj polovini trake ubrzava, a na drugoj po-
lovini trake usporava elektromigraciju bjelandevina, i to toliko vise, sto
je proteinska frakcija viSe udaljena od sredine trake’). Taj gradient brzine
strujanja pufera zapravo je dodatna komponenta u putovanju proteina, koja
se superponira primarnom putovanju koloidne proteinske &estice u elek-
tricnom polju i sekundarnom elektro-osmotskom efektu. Kod dovolino ve-
likih jakosti struje, spomenuti gradient strujanja pufera moze postati tako
velik, da ponisti elektromigraciju bjelanéevina, koje onda »putuju osta-
ju¢i na mjestu«. Na toj se pojavi temeljii Durrum-ov fenomen mobilne
ravnoteze®). Kod jos veé¢ih napetosti, efekt isparavania i kapilarnog usisa-
vanja pufera tako je velik, da strujanje pufera nosi bjelandevinu u pro-
tivnom smjeru, nego $to bi ona po svom naboju trebala putovati.

Kod nase izvedbe papirne elektroforeze cpisani efekti na utjedu u
velikoj mjeri na migraciju proteinskih frakcija, no oni ipak modificiraju
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njihovu brzinu putovanja tako, da odredivanje elektroforetske pokretlji-
vosti pojedinih frakcija u apsolutnim jedinicama u svrhu njihovog kvali-
tativnog karakteriziranja nailazi kod papirne elektroforeze na velike po-
teskoée. No to ni u ovom pogledu ne umanjuje znacenje papirne elektro-
foreze, jer se mogu paralelnim postavljanjem normalnih seruma ili stan-
dardnih tvari dobiti isporedbene togke za barem priblizno ustanovljenje
pokretljivosti pojedinih frakcija. U novije vrijeme uspjelo je?)) opreznim
izvodenjem papirne elektroforeze, uz strogu kontrolu isparavanja, pro-
mjena aktuelne kemijske reakcije, strujanja pufera iz jedne elektrodne
posude u drugu i sl.,, te nakon korekcije za elektro-osmozu i za neravan
put koloidne &estice, razmjerno toéno odrediti pokretljivost albumina hu-
manog seruma u apsolutnim jedinicama,

Kod velikog broja paralelnih ogleda praktiéno je na jednu traku sta-

viti ikteri¢an serum s pozitivnim direktnim van den Bergh-om'?), pa se
tako mozZe pratiti putovanje albumina, koji su sada zbog vezanog biliru-
‘bina Zuto obojeni.*
7. Bojenje. Nakon dovrSene elektrcforeze osuSena se traka oboji pri-
kladnom bojom. U literaturi za tu svrhu najée$ée preporuduju ove boje:
bromfenolno modrilo® ¢, amido-crnilo'® i azokarmin®), Mi smo iskusali
prve dvije boje, a odluéili smo se za amido-crnilo, premda i bremfenolno
modrilo ima stanovite prednosti. Ono se naime dade izvrsno isprati iz
filter-papira, $to se za amido-crnilo ne moZe reéi. No koli¢ina amido-
crnila vezanog na bjelancevinu, odnosno tome pripadne ekstinkcije —
za razliku od koli¢ine i ekstinkcija brofenolnog modrila — nekoliko su
puta vece, tako da se moZe udobno raditi s 10 pl seruma odnosno cca
0,5—1 mg bjelandevine, Nadalje, vezivanje bromfenolnog modrila na globu-
linske frakcije bjelandevine mnije jednako vezivanju na albumine, pa stoga
treba ekstinkcije kod globulinskih frakcija mnoZiti s empiricki ustanov-
ljenim faktorom 1,6%. Kasnije je ustanovljeno), da taj faktor nije jednak
za pojedine frakcije globulina, a isto tako da se znatno mijenja kod
razli¢itih patoloski promijenjenih seruma. Naprotiv, kod amido-crnila vezi-
vanje boje na pojedine proteinske frakcije mnogo je ravnomjerniie i pri-
blizno je proporcionalno kolicini bjelandevine bez cbzira, o kojoj se
frakciji radi, Grassmann'®) drZi, da je spomenuto vezivanje u tolikcj mjeri
proporcionalno koli¢ini bjelandevine, da ekstinkcije za pojedine frakcije
i ne treba mmo#iti s nekim korekturnim faktorom. Witmer® naprotiv
drzi, da ekstinkcije svake pojedine frakcije ipak treba mnoZiti s posebnim
faktorom. To se pitanje, razumije se, moZe rijesiti samo isporedivanjem
velikog broja rezultata analiza mormalnih i patoloskih seruma, izvrSenih
papirnc-elektroforetski i klasi¢nim metodama, kao §to je veé ucinjeno za
Cremer-Tiselius-ovu metodu bojenja s bromfenolnim meodrilom®). Nama
to za sada nije bilo moguée izvrsiti, pa zbog toga izracunavamo rezultate
uz pretpostavku, da je koli¢ina boje proporcionalna koli¢ini bjelancevine,
bez obzira o kojoj se proteinskoj frakciji radi.

Pitanje korekturnih faktora, s kojima treba mnoziti ekstinkcije poje-
dinih eluata, da bi se dobile vrijednosti proporcionalne koli¢ini pojedinih

* M; smo se tim nadinom morali gotovo redovito sluziti, jer inale, zbog Cestih
prekida u gradskoj elektriénoj mrezi, ne bismo znali, da li je elektroforeza wopée po-
tekla, odnosno, koliko je uznapredowala.
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proteinskih frakcija, unosi najviSe nesigurnosti u papirno-elektroforetsku
metodu i jedan je od glavnih uzroka veéeg ili manjeg neslaganja s rezul-
tatima dobivenim klasiénom Tiselius-ovom metodom?¥), To osobito vrijedi
za patolo§ke serume, kod kojih su kvantitativni odnosi vezivanja poje-
dinih boja na pojedine proteinske frakcije jo3 slabo istraZeni.

I vrijeme bojenja trake potrebno je standardizirati jer, kako su i drugi
opazili*?), i bjelanéevina i celuloza stajanjem u otopini boje jo§ dugo vezuju
boju. No predugo bojenje nije pczelino, jer tada adsorpcija boje na celu-
lozui relativno pretegne vezanje boje na bjelancevinu i filter-papir se
kasnije teZe ispire. Optimalno vrijeme bojenja iznosi prema nasem isku-
stvu oko * sata. ;

Nakon ispiranja s octeno-kiselim metanolom suvisnu cctenu kiselinu
najbolje je ukloniti eterom, nakon &ega se trake i brzo posuse. Za ukla-
njanje octene kiseline ne valja upotrebiti ¢isti metanol, jer on eluira i boju.

8. Eluiranje. Obojena i osusena traka moZe se izrezati na velik broj
uskih pruga jednake Sirine®), a mogu se izrezati i podruéja, koja odgo-
varaju samo pojedinim frakcijama. Izrezani se dijelovi eluiraju, a eluati
fotometriraju. Prvi je nadin mnogo dugotrajniji, no ima svoje prednosti.
Po njemu se dobivaju krivulje vise ili manje sli¢ne poznatim krivuljama
dobivenim u slobodnoj elektroforezi. Integriranjem tih krivulja radunaju
. se relativni procenti pojedinih frakcija. Osim toga, u stanovitim, narodito
patoloskim slucajevima, za interpretaciju elektroferograma vazan je i
izgled krivulje; na pr. nije svejedno, da li se poveéanje y-globulinske:
frakcije ogituje u vise ili manje ravnomjernom poveéanju iznad cijele baze
v-globulina, $to je znak njihove heterogenosti, ili se radi o jednom ostri-
jem maksimumu — dakle o jednoj relativho homogenoj bjelancevini —
koji se izdiZe iz temeljne y-glcbulinske mase'), Knedel? na pr. nalazi,
da je kvocijent izmedu visine i baze y-frakcije kod stanovitih oboljenja
jetre karakteristiéno manji od 1, $to se naravno mozZe ustanoviti kvanti-
tativnom obradom elektroferograma samo po prvom opisanom postupku.
No radi prili¢ne nesigurnosti cjelokupne metode uopée, a kod primjene
prvog nacina i radi znatnijeg utroska vremena i materijala, naroCito kod
velikog broja ogleda, mi smo trake u pravily, osim u iznimnim sludaje-
vima, radije rezali prema frakcijama. ‘

Osim opisanih na¢ina ima i drugih metoda za kvantitativhu obradu
elektroferograma. Tako Grassmann'® i drugi !*2>2 fotometriraju boju na
samom papiru, nakon S§to s tekuc¢inom prikladnog indeksa loma ugine
papir u velikoj mjeri prozirnim. Wieland obraduje trake svojom reten-
ciografskom metodom?®),

9. Izgled elektroferograma. Na gotovim elektroferogramima (v. sl. 3}
razabiru se na svjetlo-plavoj pozadini pojedine vise ili manje tamne pruge,
koje potjeéu od pripadnih frakcija bjelandevina seruma, Ukupna duljina
onog dijela trake, na kojem se nalazi frakcionirana bjelancevina, zavisi
u prvom redu o trajanju elektroforeze i upotrebljenoj jakosti polja, te u
ve¢oj ili manjoj mjeri o raznim drugim faktorima (temperatura, kapilarno
usisavanje pufera radi isparavanja, i t. d.). Ta duljina pod nasim pokusnim
uvjetima iznosi kojih 14 cm, Prva pruga od anodne strane trake u pravilu
je (kod normalnog seruma) najintenzivnija, i pripada albuminima, a iza nje
nizu se redom razne globulinske frakcije. v-Globulini nalaze se redovite
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katodno od ishodnog polozaja, iako je pH upotrebljenog pufera (8,6)
s alkalne strane njihove izoelektriéne tocke. To je posljedica elektro-
osmoze, zbog koje su sve frakcije pomaknute par centimetara katodno.

REZULTATI VLASTITIH POKUSA

1. Karakteristike boje amido-crnila. Istrazivadi® koji upotrebljavaju
amido-crnilo, ne eluiraju spomenutu boju, veé je odreduju densitometrijski,
t. j. mjerenjem gustoc¢e boje na samom papiru fotoelektriénim putem. Mi
u pomanjkanju prikladnog densitometra boju eluiramo; stoga nam je tre-
balo odrediti i najpovoljnije uvjete za taj posao. Kod upotrebe Fisher-ova
elektrofotometra pokazao se zeleni filtar br. 525-B kao najprikladniji (v.
sl. 2b). Ako se upotrebljava Pulfrich-ov »Stufenphotometar«, onda treba
raditi filtrom S61. Kao otopina za eluiranje najbolja je opisana 50%/o-na
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Sl. 2a) i b). Ovisnost ekstinkcije otopine amido-crnila 10 B o koncentraciji. Apscisa: a) koncen-

tracija boje u povoljnim jedinicama; b) kolidina razrijedenog seruma u mikrolitrama. Ordinata:
specifitna ekstinkecija (Eyc). Fisher-ov elektrofotometar; izvucene krivulje: zeleni filtar 525-B.

toCkasta krivulja: crveni fitar 650-A.

Fig. 2a) and b). Optical density of the solution of »Amidoschwarz 10B« as a function of concen-
tration of the dye. Abscissa: a) concentration of the dye in arbitrary units; b) volumes of diluted
serum (1 pt. of serum -+ 4 pts. of buffer) in microliters. Ordinate: specific extinction (Ey.y)-

Fisher Electrophotometer; full lines: green filter 525-B, dotted line: red filter 650-A.

otopina metanola, zasiéena natrijevim karbonatom. Stabilnost boje u
eluatu veoma je velika; i nakon dva tjedna stajanja eluata ma sobnoj
temperaturi i danjoj rasvjeti, ekstinkcija takva eluata pala je jedva za 3%o.
Napokon smo idstrazili stupanj pokoravanja otopine amido-crnila Beer-ovu
zakonu, $to je pretpostavka za opisano jednostavno izradunavanje rezul-
tata. Najprije smo jedan eluat veoma velike opticke gustoée, najveée koju
smo uop¢e dobivali kod eluiranja traka, razrijedivali otopinom za eluiranje,
pa dobivene ekstinkcije nanijeli kao ordinate prema razrijedenjima kao
apscisama (v. sl. 2a), Zatim smo na traku filter-papira, navlaZenu puferom,
stavili rastu¢e koli¢ine razrijedena seruma (1 ml seruma konja + 4 ml
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pufera), traku osusili, obojili i t. d., t, j. postupili kao s elektroforetskom
trakom. Pojedine smo mtlje eluirali, a pripadne ekstinkcije, korigirane
‘prema ¢ ogledu (&sti papir), nanijeli na koordinatni sistem prema upo-
trebljenim koli¢inama seruma (v. sl. 2b). Iz sl. 2b vidi se, da su do-
bivene ekstinkcije, kad se uzme u obzir razmjerna netolnost pipetiranja
tako malih koli¢ina seruma, s dovoljnom to&no$éu linearno proporcionalne
kcligini seruma. Iz slike se 2a i b razabire da se amido-crnilo, otopljeno
u nadoj ctopini za eluiranje, uz navedene eksperimentalne uvjete pokorava
Beer-ovu zakonu, i da je prema tome dopusteno iz izmjerenih ekstinkcija
eluata pojedinih proteinskih frakcija, opisanim jednostavnim racunskim po-
stupkom, radunati relativni sastav bjelan¢evine u pripadnom serumu.
Elektroferogrami, obojeni amido-crnilom 10B, vrlo su stabilni prema
svijetlu, Rezultat analize jednog elektroferograma, analiziranog nakon nekih
15 dana stajanja na difuznoj danjoj rasvijeti, nije se razlikovao od rezultata
paralelnog elektroferograma, analiziranog odmah nakon bojenja; jedino se
ukupna ekstinkcija (zbroj ekstinkcija svih frakcija) umanjila za kojih 109,
2. Reprodukciona vrijednost metode. Da bismo ustanovili da 1i se re-
zultati daju dobro reproducirati, izvrsili smo niz paralelnih pokusa. U
tabeli 1 predodeni su rezultati elektroforetskog odredivanja relativnog
udjela pojedinih proteinskih frakcija seruma normalnog konja. U tu svrhu
izvrseno je 16 elektroforetskih analiza jednog te istog seruma, i to 12

Tabela 1
Reprodukciona vrijednost metode — Reproducibility of the method

Globulini

Albumini
« | 8 | v
a | 429442 | 140156 | 141161 | 256274
: b | 436104 | 148%04 | 150205 | 266%05
2 | 48 | 146 | 151 | 265
3 | 45 | 10 | 146 | 268

Rezultati elektroforetskih analiza istog seruma (normalan konj), navedeni u postocima ukupne
bjelandevine. (Elektroferogram tog seruma vidi se pod 3 na sl. 3, a pripadni dijagram na sl 4.)
1: rezultati dobiveni standardnom metodom (14 paralela); a: najmanja i najveéa dobivena
vrijednost; b: srednja vrijednost i standardna deviacija. 2: rezultati dobiveni iscrpnim eluira-
njem pojedinih frakcija. 3: rezultati dobiveni integriranjem diagrama ma sl. 4.

Percentage composition of the proteins of normal horse serum. 1: results obtained with the
standard procedure (14 parallels); a: the range; b: the mean with the standard deviation. 2:
results obtained by eluting each section of the strip 3 times successively and determining
the optical density of the combined eluates. 3: results obtained by integrating the curve in fig. 4

in the usual manner.

paralelnih analiza (dakle pod identi¢nim elektrickim i drugim uvjetima),
a ostale 4 analize izvrSene su pojedinaéno u drugim zgodama istodobno
s razli¢itim drugim ogledima. Od. spomenutih 12 paralelnih analiza, 6 ih
je izvreno posve jednako, primjenom veé opisane standardne metode
{8irina trake 2 cm, 10 pl seruma), a kod ostalih 6 mijenjani su neki uvjeti,
i to Sirina trake (1 i 3 cm), i koli¢ina seruma (7 i 15 pl). Usprkos tim
promjenama svi su se rezultati dobro slagali, Od spomenutih 16 elektro-
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ferograma 14 ih je obradeno cpisanom standardnom metodom. Rezultati
tih 14 analiza prikazani su u tabeli pod 1. Pod a) naveden je variacioni

interval (najmanja i najveéa dobivena vrijednost), a pod b) navedena je

Sl 3, Elektroferogrami &etiriju razliGitih seruma. 1: normalan Sovjedji serum; 2: serum bolesnice
{Hyperemesis gravidarum); 3: normalan konjski serum; 47 serum Kkonja hiperimuniziranog protiv
dizenterije.
Fig. 3. Electro_pherograms of four different sera. 1: normal human; 2: human, Hyperemesis
gravidarum; 3: normal horse; 4: horse hyperimmunized against dysentery.

25

20

4

15

1

"
I

70

.

os TASANSZ\
\ NG \

T

)

5 10 175 20 25 30 o

Sl. 4. Diagram normalnog konjskog seruma, dobiven rezanjem elektroferograma na 5 mm Siroke
pruge, zatim eluiranjem s po 5 ml otopine za eluiranje i fotometriranjem dobivenih eluata.
Apscisa: brojtane oznake pruga (udaljenosti od povoljnog ishodi§ta); ordinata: specifiéne
ekstinkeije. Pripadni elektroferogram odnosno analiti¢ki rezultati vide se iz sl. 3 i tabele 2 pod
br. 3. S istim serumom ustanovljena je i reprodukciona vrijednost metode (v. tabelu 1).
Fig. 4. Diagram of a normal horse serum, obtained with the alternative procedure (strip cut
into 5 mm. sections). The corrected optical densities plotted against distance. The corresponding
electropherogram and analytical results are shown under No. 3 in fig. 3 and table 2, respectively.
With the same serum the reproducibility of the method was tested (table 1).

7 Arhiv za kemiju
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srednja vrijednost sa standardnom deviacijom, Standardna deviacija 8-glo-
bulina i y-globulina nesto je veéa nego kod albumina i a-globulina, i1 to
zato §to je granica izmedu f-globulina i y-globulina manje o$tra nego ostale-
2 granice. Tu je stoga i nesigurnost rezanja malo veca, $to se ocituje
u povisenoj standardnoj deviaciji doti¢nih frakcija, kao mjeri disperzije
odnosnog niza mjerenja. Dobivene standardne deviacije opéenito su nesto
manje, nego $to su ih dobili drugi autori®).

Buduéi da je opaZeno, da veé eluirani dijelovi trake ostaju to tamniji,
§to eluat ima veéu ekstinkciju, to je postojala sumnja, da ekstinkcija
eluirane boje, zbog adsorpcije na papiru, nije proporcionalna koli¢ini
boje vezane na dotiéni dio trake, veé da stanovita mala koli¢ina boje,
funkcija ukupne koli¢ine boje u eluatu i ukupne kolicine filter-papira u
epruveti, zaostane vezana na filter-papir. Stoga je jedna od spomenutih
16 traka razrezana na dijelove, koji su zatim sukcesivno eluirani 3 puta
s po 4 ml otopine za eluiranje, a ekstinkcija odredena u sakupljenim
eluatima pojedinih dijelova trake, Nakon takvog »iscrpnog eluiranja« svi
dijelovi filter-papira zaostanu prakti¢ki posve bijeli. Kako se razabire iz
tabele 1, pod br. 2, rezultati se prakticki ne razlikuju od rezultata dobi-
venih jednostavnijom i brZom standardnom metodom.

Napokon, jedna od 16 traka razrezana je na jednake uske pruge od
5 mm $irine. Pruge su numerirane, eluirane s po 5 ml otopine za eluira-
nje, a ekstinkcije nanesene na ordinate prema brojcanoj oznaci pruge na
apscisi. Na taj nadin dobivena je sl. 4. Ako se na sl. 4 pojedine frakcije-
upotpune na Gauss-ove krivulje i integriraju, ili se, $to je jednostavnije
i kod papirne elektroforeze dopusteno, integriraju dijelovi krivulje izmedu
pojedinih minimuma, pa se tako dobivene povrSine izraze u postocima.
ukupne povrsine, dobivaju se vrijednosti (v. tablicu 1br. 3), koje se veoma
dobro slazu s vrijednostima dobivenim mnogo jednostavnijom standardnom
metodom. Na temelju opisanih rezultata, kao i drugih koje posebno ne:
navodimo, zakljudujemo, da je u eksperimentalnom dijelu opisana metoda.
u pravilu dovolino toéna za kvantitativnu obradu dobivenih elektrofero-
grama, izuzevsi pojedine, naro&ito patoloske slucajeve, kad su granice:
izmedu pojedinih frakcija sasvim nejasne.

Tabela 2
Rezultati analize etiriju seruma sa sl, 3.
Results of the analyses of the four sera from: fig. 3.

Broj Albuming Globulini
seruma oy I ag | B l Y
1 62,1 | 32 | 83 | 90 | 174
2 52,7 | 94 | 108 | 101 | 170
3 | 43,7 | 15,0 | 147 | 266
4 | 23,2 [ 16,8 | 60,0

Rezultati su navedeni u postocima ukupne bjelandevine. Brojane oznake seruma Kkao na sl 3.
The numbers of sera (in the first column) correspond to the numbers in fig. 3.
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3. Primjeri. Za dopunsku dokumentaciju predogujemo i nekoliko slika
elektroferograma raznih seruma, te analiticke rezultate odnosno jedan
diagram, koji pripadaju tim elektroferogramima.* '

ZAKLJUCAK

Na temelju prikazanih rezultata drzimo, da nam je slobodno reéi, da
su kemija i razlidite njezine primijenjene grane, u prvom redu medicinska
kemija, papirnom elektroforezom izvrsno upotpunile svoje dosadasnje kla-
si¢ne elektroforetske postupke. KaZemo upotpunile, a ne nadomjestile
zbog toga, §to se veé¢ i na temelju dosadasnjeg zapravo pocetnog razvoja
papirne elektroforeze moze zakljugiti, da ta metoda nije neka pojedno-
stavnjena zamjena Tiselius-ove metode, nego je to metoda sui ge-
neris, veoma prikladna za skupinska istraZivanja seruma i drugih pro-
teinskih sistema, Budué¢i da su fizikalno-kemijski uvjeti frakcioniranja
bjelandevina kod obiju metoda razli¢iti (homogeni i heterogeni sistem),
a bitno su razli¢ita i svojstva bjelandevina, koja se upotrebljavaju za
njihovu registraciju odnosno mjerenje (refrakcija odnosno vezanje boje,
to se i rezultati dobiveni jednom i drugom metodom ne daju bez daljnjega
isporedivati, Opcenito se dr#i, da je rezultate papirne elektroforeze naj-
bolje uskladivati s rezultatima klasi¢ne elektroforeze s pomoc¢u posebnih
korekcija. No nakon $to je pokazano?®), da potrebne korekcije znatno va-
riraju, i u fiziologkim, a pogotovo u patoloskim slu¢ajevima, drZimo, da
ée papirna elektroforeza trebati pro¢i stanoviti svoj razvojni put, sli¢no
kao $to ga je prosla i Tiselius-ova metoda. U prvom redu bit ¢e potrebno
dalie usavriavati i standardizirati samu metodiku, narogito u pogledu
odredivanja bjelandevina na elektroferogramima. No i najbolji nacin takvog
odredivanja ne ée, vjerojatno, dati rezultate, koji bi se u svim sluga-
jevima mogli podudarati s rezultatima slobodne elektroforeze, Stoga ¢e
biti potrebno primjenom tako usavrsene metodike izvriiti velik broj istra-
#ivanja normalnih i patoloskih seruma, dobiti tako normalne vrijednosti
i njihove varijacijone intervale, i na temelju obilja takvih podataka za-
kljuéivati o raznim patoloskim pojavama.

Zakljuno moze se dakle reéi, da je metoda papirne elektroforeze —
jer je potrebita aparatura lako dostupna i skromnije uredenim zavodima,
a rukovanje tom aparaturom veoma jednostavno, jer se sam rad vrsi kod
sobne temperature, jer se odjedamput moZe obraditi razmjerno velik broj
seruma, jer otpada priprava seruma dijalizom i jer se s tom tipi¢nom

%) Elektroferogram vlastita seruma predoten na sl. 3 pod 1 dobiven je iz veoma
male koli¢ine krvi na ovaj jednostavan nadin. Punkcijom prsta s Francke-ovom
iglom dobiveno je oko 0,3—0,4 ml kapilarne krvi, koja je ostavljena u mikroepruveti
(visina 2 cm, unutarnji promjer 6 mm), da se zgrusa i koagulum retrahira. Zatim je
koagulum veoma oprezno sa staklenom iglom odlijepljen od stijenka epruvetice, i
centrifugiranjem 10—15 minuta kod 2000—3000 okr./min. sabijen na njeno dno.
Iz sloja od cca 0,1 ml bistrog seruma iznad koaguluma lako se s pomocu prikladne
mikropipete izvude dovoljno semuma za nekollikd paralelnih ogleda. Iz ovog se primjera
razabire, kako se s pomocu papirne elektroforeze u opisanoj izvedbi mogu istrazivati
serum;i dobiveni iz veoma malih kolidina krvi, $to mozZe biti od vaZnosti pri radu
u klinikama za djeSje bolesti, pri radu s malim pokusnim Zivotinjama, kao i uopcée
onda, kada se krvi ne moZe odnosno ne Zeli uzimati precesto ili previse,
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mikrometodom mogu istraZiti serumj ili druge otopine i onda, kad se
raspolaZe samo veoma malim koli¢inama takvih otopina — ve¢ i danas
podesna za primjenu u biokemijskim i klinickim laboratorijima, i da ée
sigurno i u buduénosti sve bolje i sve vise sluziti u istrazivalackom radu,
osobito u istraZivanju raznolikih vrsta, stanja i promjena bjelancevina
seruma.

Cast mnam je i na ovom mijestu zahvaliti gg. profesorima K. Myrbick-u, pred-
stojniku Biokemijskog instituta u Stockholmu, ; T. Wikén-u, predstojniku Instituta
za mikrobiologiju i biologiju vrenja ETH u Ziirichu, na darovanom filter-papiru i
bolji amiido-crnilu, zatim doc. dr. B. Metzgeru, predstojniku Zavoda za fiziku Veterinar-
skog fakulteta u Zagrebu, za posudbu sprava, te kolegi A. Ceku, asistentu u Zavodu
za stodarstvo Veteninarskog fakulteta u Zagrebu, za izradu fotoreprodukcije.
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ABSTRACT

Electrophoresis of protein cn filter paper. L

A simple apparatus and technique of electrophoresis of serum proteins
by
N. SKARICA

A simple apparatus for the fractionation of serum proteins by electrophoresis
on filter paper has been described. The apparatus is suitable for carrying out simul-
taneously a large number of electrophoretic analyses of serum: or other fluids.

1. Apparatus and method, The apparatus (fig. 1) consists essentially of a wooden
paraffined box, covered with two glass lids. In the box there are two glass cuvettes,
each of which is subdivided by a vertical partition along its long axis into two com-
partments for the carbon or platinum electrodes and for the dipping ends of the
strips of filter paper respectively. All of these compartments contain the buffer solu-
tion. The two compartments of a cuvette are connected with each other by means
of g filter paper bridge, thus preventing the pH-changes from electrode compart-
ments to reach the strips. The 2 cm. wide strips of Whatman No. 1 or 2 filter
paper (up to 18 strips) are stretched horizontally accross a support frame made of
glass rods which fits into the box, the ends of the strips dipping into. the respective
compartments of the glass cuvettes. Suitable glass or lead weights, attached at the
ends of the strips, hold the latter stretched.

The four compartments are filled with barbital-sodium-acetate-HCl buffer
(pH = 8,6, u = 0.1), the frame is loaded with filter paper strips, inserted into the box,
and the glass lids replaced. After the strips have become saturated by capillarity,
the glass lids are separated a few cm., and through the slit between the lids 0,01 ml
of the serum is applied to each stmip, preferably at its center, {n a narrow band 10
to 12 mm. long and perpendicular to the long axis of the strip. A weil fitered direct
current of about 150 v, and 0,5 m.a. per strip is maintained for g period of about
20—30 hours. The frame with the strips is then removed and put into an oven for
15 minutes at 105—110°C. The staining procedure is essentially that of Grassmann
et al.19), with w saturated solution of »Amidoschwarz 10B« (Bayer-Werke, Leverkusen)
in methanol containing 10%/¢ acetic acid as the staining reagent, and the same solution
without he dye as the wasbing liquid. The strips are immersed for 30 minutes in
the dye bath, and then washed free of the excess of the dye in 5 do 6 successive
baths of washing liquid, the excess acetic acid etc. being removed by 1 or 2 quick
washes in ether, after which the strips dry quickly. If a suitable densitometerl? 28)
for reading the optical density of consecutive narrow sections of electropherograms
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directly on the paper is not available (as it was not in our case), the strips are cut
up into sections containing single protein fractions, one section free of protein being
taken for correction for the dye adsorbed on the paper itself (blank). The lengths of
the sections are measured (in mm.), and then the sections are eluted each with 6 ml,
of 50/ methanol saturated with sodium carbonate. After at least 2 to 3 hours or
longer, the optical densities of the resulting solutions are read in a suitable photo-
meter (e. g. Fisher Electrophotometer, filter No. 525-B). The optical densities are
corrected for the blank, taking into account the lenghth of each section, and the
percentage composition of the sample calculated. Alternatively, the clectropherogram
can be cut up into 5 mm. sections, which are eluted with a smaller volume of the
mentioned solution. In that way the well known electrophoretic diagrams, as in
the classical Tiselius method, are obtained from which the percentage composition of
the protein sample can be determined in the usual manner. This alternative procedure
is more suitable for abnormal protein patterns,

2. Discussion. Some aspects of different techniques developed in the field of filter
paper electrophoresis are discussed and our own experience presented.

3. Results, The applicability of Beer’s law was tested, and it was found 'that
under the experimental conditions described the optical density of solutions of »Ami-
doschwarz 10B« was directly proportional to the concentration: of the dye (fig. 2).
If two electropherograms of the same protein solution are analyzed according to the
standard technique and alternative procedure described above, respectively, the
results agree within the experimental error, Statistical analysis of parallel determina-
tions shows that the reproducibility of the method is good (table 1).
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