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Papirna elektroioreza bjelancevina seruma I. 
Prilog metodici papirne elektroforeze 

NEBODAR sKARICA 

Nakorn velikih uispjeha klasicne elektroforetske metode Tiselius-a za 
kairakterizaciju bjelrun.Cevina i za njti.lhov10 a tnail'itic1m od11110Sll1!0 preparativno 
odjeljiivanje, poku8ano je, u.glavnom istodobTIJo na viise m1eista, poiedrno
s1tavniirti spomenutu metodu, uk1oniti neke n~ezi1ne neidr01statke, a u prvum 
reidu ucmiti je pdstupaCnii1jom i skromn~je opremlje'Illi.m· ,zaviodiana. Pokusa.jri, 

da se ptiimjenom elekrtromigraieije u :nepokretnom mediju.48) (1razliciti geli, 

stcuklienii. prah, a~be1st, fi'lter-paph- i sl.) uklone anomalij1e gira:dijoo,ata, kojih 
se ueimiaJk st.etno ocituje u slohodnolj. elektroforezii, pa :nastoj1anja1 da se 
sprtlij•ece konvekcione struje i tako sfa:biJi:ziraju pomiiene gria!lllibne plohe, 
s 1dmge paJk straine naijvec'i uspjesi papnne kr:omcuto~11afije i o!Sitalih kro
matog·raf1skiih metoda primij,en1enih u najraizliicitijim .g1-:anama kemije, imalii 
su za posljed:iicu, da je rjesenje problema pojednostavnjenja el.ektroforet

skih postupaka traZeTIJO U Wseniju elektroforez1e U kapilarn~m s~stemima, 

u prvom redu na £ilter-papiru. Najprije su opisiani p1oistupd za papiimo
elektroforetsko odj,eljivanje (jonoforezu) amino-:ki,se.lina i drugih maleno
molekulaimih, jo1rniiziranih ispojeva, a zathn metode· fu.-aikcion1iranja bjelan
cevma5· 6· lO, 11, 12· 19· 23· 25· 36, 39· 42· 44· 49), Tako izradene mebode ubrzo; SU na8le 

primjenu 1i u raznQ podrucjima Ciste kemi·je, i u lllJillog~m njezirnJim primje
rujenim giranama, narooito u medicinskoj kemiji Tu su u .prvom J:1e<lu dosl.a 

do iz,~a;Zaija pllQ)imo-e.lektro£oret1ska istra.ziva111ia hjdancevin1a normalnih i 
patoloslci pTonrijeinjeniih seruma22· 24· 34), ceirebr:ospinalne tekucine4· 43), mo
krace34), ocne tekuci111e52)• enCiima15· 38• 50), hormona OcIDOS'IllO honnorusko

proteinskih kompleksa16• 31· 37), virusa1), antigena41), hemolizata eritrodta40), 
zat.im odrectii.vianja pokretljivosti razlicitih proteiiiruskiih frakdja45), n.jihovog 
sasfaiva u pogle1du aimiino-kiLSeliina20), nj~lmve i:z1oelektr1iene tocke32), pa 
~sfrazivanja vezanja suHamida na pojedine proteinske frakdje26), usporedi
vanija seiruma raznih .tiV10tinisk.ih vrs1a14), ~:wJimnja pojediinih proteinskih 
fra:kcija u svrhu daljeg, osobito seroloskog, istrazivat11ja13), i t. d. 

Ubrzo nakOlll razraidbe opisanih jednosfavn:itjih uredaja za , papimu 

ele'ktroforezu u ana.J1iticke svrhe, iizraden1i su i sliozenil.ji urediaj1i za prepa
rativno papirno-e,l!ektroforntsko frakcioniranje bjelancevin.a seru:ma i dru

gih tvari3· 8· 17· 47), kod kojih se putovlaJIJJje Ceistica u elektri.Cnom polju vektor

sl-Oi zbrajia s putova:nj,em u struji o.tapala. Op<iisruna je i dviodimenzi~onaJna 

paipfama elekitiroforez:a9) u arnalogiji s dV10dimenziionalnom papimom kl'loma
tograf~om. Objaviljeno je vec i nekoliko skuplllih reforafo,, posvecenih dje-



86 N. ~KAHICA 

lomieno iH polsve papiimory e.Ie1ktT1oforezi17• 21 • 29• 44, 46), Na podrucju p.cq>ime 
,elektTloforeze radi se i lmd na1s2, 35),* 

U namj.eri da papiimo-elektroforetslk~ p:riou,Cimo bj,ela.nceV'iir:ue serum:a 
· domaicih zivotinja, zdravih i hoLesnih, nastojali smo, na temelj,u papimo
elekt1"oforetskih metoidika opisruruiih u Hte'ra:tud, kruo i na teme,l)u: vll.astit:ih 
oipaZa.1nja ii. 1skustava, sakupilje:nih u :nizu ibrojrnlh pr0d:pok111sa, sasitaviti d:o 
skraj.tllOIS1ti Jedruos:havnu ap;a:riaturu, prikl1aidnu za fav;rsen;jre velilmg broia 
elektroforets:k1h odredlivanija1 od1,edamput. U ovom saopceniju op!iisat cemo 
nas ekispetlmea:rtafoi Ul1'1edaj i po1stupak kaio i sta1I1Jovi1a iskustva ii rezultate, 
do kojili s:rnJo, dosli u toiku Tlaida illla ovom pochmcju, a ujedtllO 6emi0 ise i kri
ticki osvrnut~ na razne mJetiodiicke pojediin.1osti papiimo-elektrofofiehskih 
postupaka. 

EIK!SPERIMEINT ALNI rno 
1. Princip papime elektroforeze, Paptirna e1ektroforeza. u birti je slicna 

slobodno~ elektrofoirez~: bjefancevina se rasfaNljra na foakciiije zbo,g razli
cite pokretlj1i:vosti p()lj ,edin~h kompionenrata u ,ele1ktric:ni0m po~ju. Ta je po
kil"eitljivost, kod odiredenrog graid~,ernta pofonc'ij.ala i telll!PeratUJre, hmikdja., 
u prviom T'edu eileik:tricnlih svoiista:va pTlote:inske. ceistic•e (koja zavis'e o 
a:ktuelnoj, kemiij1skoj reiakciji i aktirviit.etu elektrioHta), a u dru~om red.u n~e
zine vellic'iirue i oblika. Za r;azliku od siliobodrn,e e:lektrnfore'z,e, :pwtovainje 
kioloidiniih j101t1ia; 1bjela111oerviine ne zMVia s,e u homog,ernom. medilju (puferu>, vec 
u kapilamiom siis,temu - i:I'.a:ki fil:ter-papira, Illa.JtopljeltllOj prrilkladru.m pufe
rom. T,raJka f1ilHer-1paJpdra uronje:na je svojim krraijevtima u elektmdrne posude 
naplUiilljerne odireden:im pufe11om. Na traku 11;,e ka.pne otiopiirua, koiu zelim!O 
elekt:rofoire1Js1ki frakcionirati, pa: sre ukopca struja. Nakon elektrof1orreze, 
proiteinske se frakcije mogu fiksirati na papiir susenjem, s .pomocu raznih 
kemikali~a 'i sil., i nakon toga oiboiiti. Obojena 'Se trruka mofo riazrezati na 
pojiedine zone, hoiia eluiirati i ko1orimiet·ri~'ski odred!iti, ii na ta.ii IIlia,Cin izvr
s1t:i kva:ntitativna analliza pofotne smjrese. Postoje takodeir i drugi naC:ini 
o::a kvan1titativnu oibradbu elektmferogra:ma. 

2. Aparatura. U nizu ipre1dpdkmsa1, kojih Te·z'Ul1tate posebno ne naivodimo, 001ci1i 
'>mo i UJP01znali .najtpodesnije uvjete za vrsenje paipfrno~elektrorfoll'lets;ldih is.tramvain1ja1, 
\le smo saistavhli: slijedeCi j ednostav;n~ ureda.j, ,koji nam ·cLaje do bre rerultmte. 

Elektmfonets:ka Jmmo1rai }est 01Mcna piLosnalta .drve.na ,JrutiiJjai, liiznu;tira p.amatf.imd1rarna. 
Dimenzije Jw>tije ,i ostaJ;i!h ,diijeluv~ ~de se :iJz sli;ke (rv. Sil. 1). Prednja je .stijeirukai 
kutrje za 2-3 cm :rui1:fa od strnfoje, ta.~o .dai staklene iploce, 1koj:iim je lrutija poikri'
vena, Jlie 1stoje S'aisvrlim vodioravno, neigo 1su imailo :niaigrnute. 'Do je 1POtre1bno zbog togaJ, 
da ¥Oda;, ikoj.aJ <leistiililra iz tmka i konde1nzi!r6J n.a p101oama,, []Je lb:i ik:a,paaa natrag na 
traike. Na igomj,em rm1bu kutJilje, pos'V'Uldai na10iko1o, :ilzduiben je kana~, u kojem se 
nailaizi obilerua Jg'lllmerua cijev mekiih s;tiijemk!i, Kiaid se :kutija. ipokilloiP1i s 'refotiJVJ:1K) teiSkiim 
ttaiklen:im p1ofama (,deibljiiina: struk1a 6----8 mm), sipomel!Jiutai ciijev ipri!legne u,z kanaJ 
i 1U1z (pllioee, pa dobiro z;aitwura: ikuitJijru,, Sltio' j e VlalinlO rnidi posittl1ZlllMlJI1Jj1ai i .101dl'i:aivamjra 
zmsi1cenoobi aitmosfore vodeniom ;pairorrn ru ikrrntiijiil. GUJmenai reiijev 1mo~e 1se i vaze\Li
niroit~. <lai jos ibo~je zatva:r.a; 1p1mstor kiutije. (Neki istra1ziva1c~27), d.ai ib.E postiigLi p:otjpurnu 
}i,e11metiilfuros:t, 1s1:arvllja1j1u !UJ ,ka1naJ 1Zli'V'u.) U ,k,uJtiiJE se nailmze 2 ,d'lljge, stalklene rki>vet~. (U 

* U r01v:om kraitkom s'kupnorm pdka~ o,g'raniflcili smo se isikd}ulcivo na papimo
eleJdiroiforetske metJOrde istr.a1z,i:vanja;, i to samo bjelancevina. U p Oiglecfu.J .frakc:ion.i1ra.nja 
pmteliiniai Ill c:Lruigiim poroznim m~ gaJerfodm slistemiima, kao :i 'l1 p:o1gledu fra:koioniira11J ja 
naj1raiz1ioitij~h ,dumJgi:h tvari {aimilno-ik:iseli:na.. peip-Hda:, nuklwtirdf.11, seeera, celu.Lo·ze, te 
osCJ1bito ,amorgainskiih jona) rupucujemu na 51pomooute skm1prn1e priilkarze. 
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"SI. 1. Aparatura za elektroforezu na filte r-papiru u tlocrtu i nacrtu. 1: pokrovne staklene 
ploce; 2. staklcna p loca, koja zatvara pukotmu izmedu pok rovnih ploca, k ad se te razma knu; 

:a: drvena kutija; 4: gumena cijev u udubimi na gor,njem 'l'Ubu kutije; 5: staklene kivelte; 6: pla
tin.sike ,zice (elekvroc1e); 7: cij<evCilce s utal'jenim rplati11sk~m ,elekt<rodama , n apunjene zi,vom radi 
l>oljeg spoja izmedu dovodnih zica i elektr oda ; 8: elektrodni prostori; 9: srednji (unu tarnji) pro
·stori; 10 : u z,dufoe p regrade; 11: mostovi od filt er-p rupira; 12: stakleni okvir; 13: e lektroforetska 

traka filter-papira; 14: olovne stezaljke za opterecenj e trake. 

Fig. 1<. Paa>er electrqphore..s'ils apparatus, viewed from aho,ve .and m f ront. J: gla!>s tixls; 2: gl.russ 
plate to cover the slit between the glass lids when they a re separated; 3: wooden box; 4: rubber 
t ube in groove carved in the upper edge of the box to insure its tightness ; 5: glass cuvettes; 
6: platirnum wire electrodes; 7: tubes with fused in electrodes, partially filled with mer cury, to 
make a better j unction between the electrod•es rund the copper lea d,s; 8: elect,rode complllriments; 
9: inner (midle) compartments; 10: g lass par ti t ions; 11: fil ter ·paper bridges; 12·: g lwss support 

trame; 13: Nlter plliper strip; 14: lead clips to hold the strip stretched . 

. "Swthai j1e '11ojg 1wredt1lj1a1, dlai se p1roimj<e[Le pH, ilmje lli!ISlbalj'UJ 1ui tJ01kiu ,eJJ!ektmoforeze u 
-0k0Iiiioi e]ek tro1da, n e ipnooire u prosto•r , u koji Sill •urornjen e tmk e i~li calk: ,~ -na ,same 
trruke. Kao e lekt'1'oide u1potre1bljaivaili smo is-pocetka 'lllgl jeine ·staipu1C e, a k rusnij,e s.mo 

']>TeiSli na p lait:i'ns00u zku, Jm jom ·Se ·Crisce radii. N l!Se plati<nske elektro de 'dug.a1cke Sill 

•uglavnom toiLHoo koU!iko• ,i saime :kiiivet e, i to zibog · toga ,da b F ll':azmaik (da kle ,i pa,d 



88 N. SKAHICA 

poten:oi.j&a) <>d eiliektrode do filter-<papfra zai srve tra;ke bio jednaik, pa prema tome 
jedn.a.k j g.raidi1jent po'tenc:ijaJa u sivim trakama. Kesnri.j.e smol usitairuorvili, da se je.dnako
dohro mooe iraditi j, rS .kraeorn pr!atiiins korm eletlctrodom simje>Ste.ruom b:iJ.o gdje U e!ek
trodnom rp:rostoru, ·i to poraidii t0rg.ai .sto pad napona kroz eJ.ektmlit - vbqg veli1rog: 
OY!Jorai 'U traik:ama - izruosil Il,lJ :pu1tJu -O•d e~·ektJmde do tTa.ke jedvai r!ooijiib. 50/o o.d uJcuipnog:: 
pada naipornar ((!I jr tih 50/o otpada dobriitrn dijeilom ntt api1sane mositov.e 1vrnedu sred
nj:ih Ii elektrodlillih 1prostma). U .kutiju se JOS struvljai okviiir •O·d stak!11einilh starporva. 
preilm kojeg se prebaiouju i koj1 rp1r·bdrfava trake za elektroforevu. Ne, u1g;lrovima tog: 
ok~ira na1taljene su 4 stakle:ne nroge, Jwije, da rbi po loifaj sta:lka u iku1tiji bio fiilksJir.an. 
i illdeailno ho1f'~z>ontaian (sto j1e vaiino z.1 doibiivanje doibriih e1ektroifero1girama.), prcrstaju 
u eetirii piripaidne 'UldUJbiine u druu .Jmtije. Kllllti.ja je p<>birve.n..i1 dvjema debljbm sta-· 
kleni.m rpilofoma, ko je siu rpo sredini., tamo gdje se· sa&taju, 'llibrusene, tako dai kutiju 
clo br.o zatv.airo.ju. D01hro je i!lJa dno ku,tiije ra1zmjesti1ti• niaivi!JaiZenog Hlte;r-rpapira, da se 
vlaizna Jwmora: sto hr<Ze zaiSi<tli• V'OdenKJrm pariom. 

3. Reagensi .. (JJ) Plufer: 0,1 M ver1ona;l-acetait, pH = 8,6, µ = 0,1. Pufor se priiprarvL 
ta:ko, da se jednalki volmnni dijelorvi, o1:·orpinai 0,1 M ver:onml-nat11ifo, .i 0,1 .M na.trijeva.. 
acetafa po rni1je.Saju1 rp.a .doibi:venoj. smjesii: .doda t<>rliko 0,1 N HC.l, da pH bude 8,6 ± 0,L 
(Za 2 1spomen'l!lte 1smjese rpotrelmo j-e ·oko 170 mJ 0,1 N HCI.) 

h) Otopina za bo;j.enje : 10% {v/•v) iato1pina octene kisdi1ne u m etainoJu, zas1-
ce.niru aimiido""crruifom i(»Amidosahwairz lOB<~, »Bayer-We11ke«, Le'Verkruisen). 

c) Otap.ia1a za iisp:ii1anje: 100/o (v /v) otopiin.a octene kiseLine u metano!u. 
d) O.tioipina z.aJ el'uiirainje: smjesa 0 1d jedna:k"h v<>ilummilh dij.elova metanoila ~ vode •. 

z10.s1i6emia1 nait11i j e'VilID. kairbona1t10m. 
4. lzvedba elektroforeze. F.illte.r-iparp•i1r »•Wha1tman« ibir. 2, 01dnoS1I10 druga V'r5t pr.i

klaidnog paip1i-ra, .iizrefo se 1I1Ja tr.:uke &1roke 2 cm, a duigaC,ke 43 am (.duljiina: tr.aika ra·vna 
se prrema: 1dimenz.ija1meJ .aipairatu1re). Trake se nai krarjevjma opterete zgodnim utez:ima
U tu se sv:mu mogu wpotr~j·ebiti stakleni· staip1iC1i·; miJ 1UJp01t:reb.ljiw.:umo1 oilovne lllitege •. 
koj1i sni naipravljmi :i:z mailiih 101ovnbh pirizamai 2X 1X l cm. iPr:i1zme se ·UJZduino zarezl\I. 
skoro .do krruja, ,i u ta1ko nrus:tah IP':wdjleip stavii s.e kra1j trn1ke .rfi.lter-,paip1:1ra. Akio· se 
sad taikva o1orvna ste·z.ailjka rp:rst!iima cvrsto stisne, ona sa:svim do b.ro ·drzi tra1ku. Tra:ke· 
se 1piie1ba1ce preiko sta~ka,, ostai~jajllllci cr1zmedu pojed!i.niilh •traka, po neikoliJm milliime
tair.a ro.zmaka. N as stafak nosii: maks:ima.Jno· 18 1:ra:ka. 

U meduvremenu rSe sva 4 pro1st-0ra l1 kivetama :naipune rp•UJferom do ,puir miil.i 
metaim 1' 1~iod 111uiba1 s:rednje 'l!lzdwzne IP'reig1naide, a1 u srednjilm: 1proisltio111ilma Jo1s :i; rui.Ze~. 
zbo1g di~z.anja ·raizine pufemi nakon uronj.aivalillja .traka.. P.otreb.ruo, je · p1.11z.iti, da razine-. 
pu1f.era ne1k:0rn 1uronjarvanj.a tra1k.11 hurdu u. svai 4 elektrodna ipwstora IPlriiblizno• u ,js,to1j 
hori1z;ointailnoj ll'laivniiini, jer inace tra1ke djelujru kao tegHce, sto uzroik:uj.e pomak pro
teina rut tra:kama., a eventuallno i; Jrosij e slike. S.pomenuto j,zraVIIlianje razi.na Jako se 
postifo oprezniim . <lolijevanjem :puifera, no elektrodni S•e rpll1nsto11i mo•gu rpretvo1ritr. 
i u ·sipojene posude 1sb8t-e.mom gumeniih oljerviD), koje se, nar.avno, za vr.j.jeme eilektro
foreze jsik,]ju1C.e. R·aizmjem·O 1sk1.1ipi• ipiuifer ne trnba mijrenjati .pr.ije sva1kog qgleda, no 
dobro je cesce kont1mLi-ratii ikaip.aici~tet p<Uifera. M.i vl'Sirrno .i1stim puf,erom 1redorvito cetiri 
01gleda s .po 18 tra1ka,, ;p·r:i cemu sukcesivno m1 jenj:amo s:mjer elektrofo1rez·e (ipola.ritet
eJ.ektr-0da). Naik-0n taiko p:r<oitekli:h 0,6--0,7 (llmipersa1ti, tekuCiiniu iiz elektrodn6h p:ro
sto1ra. hadma, tieikruJCiin e ilz s1ri~dnjliih ipirio1s1to1r a porrn:i jresam o ;i IP'iiem j es jjirrnJo, u eJ eJk:,tro1dn e
prro1sitiore, a ,51rednj•e p:rostore nt.11punilmo sivjezim '!J'Uf.eriom. Kaid su ildvet·e SIP'remne. 
stalak .s trakama oip:rezruo se 11.11.lo·zi u kui1Jiju, kutij1a ipioik:1op1i, a zaitim se pruisti, <l.i se 
trake same napi}UJ pilllfer:a: k.apilaimdm us1i<S.:iwainjem. Bair.em 5 minuta nalkon sto s:u 
se fl'onte ip·Ulf.e ra po siredi111i fua.ka &pojHe, stak.leni s-e p:oikr.o,vii mK11o raizmaiknu, ii kroz 
IJ(liko 1ruaista!Lu piu1.lmtlittru s!t;ruvilj•:u se po HY ,wl 1seru1IIJJaJ. P1ullmt!iinu .je ,do;bro drfaiti ;p10ikr:i- 
venu oduljrnn staklenoun pJ.o10om. Serum se stavija :i,z g:r:aidiui;r.a.rue mikriopipete, u crti 
dug .. aokoj c·ca 10--12 mm, ipo 1s.rediln~ trnke i <Jk.omirto• na njru. Naikon §to su sve · 
trake ta.ko IPlfliipra.vl.ljene, stakJenru se .pokTovi •opet •srastave, p:r:~celka: se j.os Y. •OO 1 sat, 
da se prii'1ike u komori urarvnotefo, .a; onda 1se iUikop:ea struj.a. .. Mi ·UJpotreibljaivamo isto- · 
smjernu fHtriira1nu struju iiz jed!IJ01stav:n101g .e.lektro1111skog .i1sipr.avljaea :ruestaib:ililzir.a:nog
naip•o111ia: od 150 V. (U pokusiirma s iiidea'Lno i1stosmjemom s·triujom irz aikumula:tornike ha,-. 
teriij.e od 120 V l!lismo dohival.l!i bo:lj.e re>Z'Ullta1te.) VrDjeme tr.11jal!lja ele~tirofoireze zavisii 
o dirnenziJaima traik.a, uportreibljenoj napetosti, stllllpnju 1ra1stwJjainj.a, ikoj1i se zeJ~ ipo
stiic~ i t. d. NakOill 20 do 30 sati struja. se pirekiiine, staLak rs trakamai 1Dzva:di1, 'Ultezf 

. powse• od suv·i08.na pufora i!ii se jednos-tavnro odre:bu Gprii cem'lll treb"1! traike u1z stalak.. 
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f .1ksiilrati s poanocu 2 staklena stap.a1), a. stal.aik s traka.ma osuSi u tennostatu (15 minruta 
kod 105-U0°C). Zll'tim se odrefo oni cL:'jelo% tr:aik.11, za koje se prretipostavlja da 
sadlnfoJVaj1U Mdliwncwi1m1, p·a se .pristup.a bojenju. Mi bojlimo tr:a1ke u iphtikoj sitaklenoj 
kaidi, pokcivenoj. hmsen:',m staklenim poklopcem. Traike se naj1p1rije boje 30 m:inuta 
u opislllilloj oto'P'i:m zai ibojemje, a ond.:i: •se ruaiv·edernom ol101p1ini0m za ris:pi1rnnje isrpi1ru 
5 do 6 puta rpo 10 .do 15 mi•nut>ll:, dai se uoolo.ni swv~s.aik: iboje. To ne 'UlsrpiJeva potpuno,. 
pa dijeLorvi traka, na koj.ima 1I1Jij•e rnf hi1o bjelanceyine, ostanu .svjetlo plaivi. Napokon 
se frake jos 1-2 put lkm1tko pw·vulku ,kr·oz ete•r, i zat:im piuste dai se os11.use. Za elUliranje 
boue., 1:ira1ke S'e m1weZ:u = :p1o·j~di'lne dlije1orve, Jwji 0idigto1via11:1ajiu (P'Oj •edln~m f.mkdjiama 
bje1an6ev:ine, a s oba kraja tr.ake uzmu se 2 komada, na koJiim.;u niije J:JJi bhlo bjelan
ceviine (0 ogled). DulJ!j•iine ilZII'ezanih dijelov.a iiizmjere S•e (u mm), d ai 1b i1 se ekstin.kcije 
e1wkainiih dijeJlov.a is 1bjelancevii11101m mo•gle k.asini•je korigirati za. 0 01gkd, t. j. za. ho1j11.1 
vezairuu n.a ce1udozu . .Poj.edinii s.e dijelovi· elUli•raj11.1 iu e.pru:vefa1ITu'.t, S1VaikTh s po 6 ml 
oto1piline Zi1 dui1ra111.je. Nakon 2 do 3 saita, a joiS holje :ll>:1Jko1I1 .starjanj,a :preko no.CJ,,. 
ehnira1I1a 1se hoja fo.tomeki.ra. Mi: m.d:'J!Tlo s Fi1she11Q1Vim eil1ektrofotometrom, prilago
denim za ohbene cetve!'ou1glaite ld·vet.e kakve se 'Ulpo•trnblj.aivaju u1 Pulf1rruch-·o<viu fortv
metru. R.Jd~mo s ki·veta1ma od 1 cm, ii f..a zdendm firr.tr:om, ko1ji prorpustai t"eda:tivno· 
s~mku S1pek'Vrn1:nu Yl1PC'U UJ pr01dmcju1 od 525 mµ. Nakon sto se ·eks1ti:rnkci,je korJ1giiraijFU 
za 0 ogled (uizevsi u 01bzrr dt11ljine pojedi'n1ih dijelov.a), 1iziraifon.a, s•e saistav analizi!rane 
bjelia1neevli1ne u rnloiti:1vn(1ID procentiimai na faji na1ciln, d,:lJ se svie :kmn1gi111ane eiklSlttinkdje 
pojedi!nih fr.a:kaija 1lb:roje, a pojedine ekst1inkcije i,zraze •u proce:ruti:ma tqg zib:roja. Ako 
je 1p.ar.ailelno ,~z.vrseno. 01drediivatn.je uikuipne ·hjeilarueevine •lli do·bcnom se•rumu, onida s·e 
lalk·o izim6t1111aju d .aipsolutrur 1procenti 1pojedin~h kvmpol!JJetna1ta. 

U stano>vitim a>aitolosiki'.IIIl slll\JJca.j-eviima teSko je odij1eliiti pojeditne f:raikcije na traci.. 
u ·taikviiim ~liuJfaj.e'Vliima, d.!& uopce, 011!<10 se zel::i dm:iiti eWkitrofoiretsikii diiagram doticnJg 
&effilllill.lJ .slicain dka•gro·mima sloibodne elektr-0fo•reze, trakw se ,ne 're1fo. na -Opis.ani oo•:'.:iin, 
vet ~·e izir·eiie nai pru.ge jedn.ak.e s.:rrt.ne (3-5 mm), ik:oje se o.zrna!Ce bmjkama ~ ei'.ui,r.:11ju 
na je<lm1,k naeiin. Ako se nai apseiisu nilLIJe.su bro}cane 01znake· t:ih IP:riug.a, a na o!I'dinatiu 

· pr:ipaidne ek:Jstimiklcije, do1Mvaju se pozn.at,j dii,agr.ami, koj•i, se onda i:ntegri.rain.jem na 
uobicaijem ruaicin ipreraicunaju u reLaitivn.e P'rocente. 

DLSKUSIJA 0 METODICI 

1. Aparatura. K.aid bi sie paipi~rna elektrr;ofor:eza YliSrilla na otv10ire111Jc11U 
pmstoir<u, trake hi1 &e h1lizo osusl~le r:aidi sipointamog 1~sihlaipiljivania vode, 
koj,e je kod eileiktrofore·ze jos i nesto pojaeano .z.bog Jou.le-·ove topline, koia 
se nzvija u trnk;ama u tijeku eilektroforeze. Ra.di toga je potrebno• eilektro
forezu vrSiti u zatvorenu 'Siiistemu. Osam to1ga :neki i1str:az±v.aci nas.toje, da 
pr.ikla;oo'irrn ureclaj.em uklanja.ju suvi1s1lJU toplinu, odrfavaijuCi nia tai nacin 
temperaturu traka prihliino konisfantnom. Tako Cremer i Hselius5) stavliaju 
tr.aike lizme.diu staklenih plofa, pa. sve skupa urone u klorbe111JZol, a Michl36) 

urainjia traku izravno u tol1uol. Drug[ pak ne upokehljavaju nlkakvu teku
Cinu za h1adenie, nego trake dirZ-e u »v.laizrnoi k<omori«, t. 1j. u z1atvor-enom 
prostoru zaisice1nom vodenom p1aaiom. Mi smo se pr.ik1lomJil1i ov•om drugom 
nac:i1111U, jer ie zgodniji za obr:aidbu velikog bmja paTalehrih ogl•eda, je'l" 
otpada dosta <neugodno manipuliiramje s klorberrzolom, i j1er- metoda s pri
m~enom kloirbenzola .ima i .drugih ne.d0isfa1t1a1ka12); OsUim toga pq. meted~ 
s klorbe1I1Zolom ne dobiva~u s·e itako dobra frakcioniranja kaio .po metodii 
u vilamoj ko.rnori, sto prizinaiu i ·onii istrwivaici, koj;i 1iinac·e mde po prvoj 
me1odi44

). Metoda s klorbe:rnzoliom naTocito je pdklaidna, kaid do rezultaita 
treiba d:oei brzo (na pr. food kliniako-kemijskih amaliza) oer se zibog h1ade
nja mogu U!p>Otr~·ebitii vece napet·osti. Nama je paik u prvom redu bifo 
stafo do mogucnosti, da velik bl'oj ogleda i'Znatclimo odjedamput. · 

U pngledu na·cina vjefanja traka u vlafooj komori jednii. ipreipoructllju,, 
da s.e b'.aika prevjesi po sredinii preko stapiea iJi Zike i pu1sti cl.a obje polo-
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v.ke trake, sfooro okd.mito, sloibodno vi1se u vla:Znoj k10mJOri6) 1 dok drugi 
ra1zapiniju tiraiku taJko, da je ona vise ili mamje viodo1raNno nia:peJta49). U prviom 
:se slrtl!caju istraziV'arna otoipina kapne na .sredinu rtrake, dakle ba:S na ono 
mj1e1sto, Ilia kojem je i:raJka Ill dodiru Sa sfapi,cem ill:ii zicom, pTeko ko.jih je 
prevjeSeina. Mi smo oip,aJzi'li, d:a ·se kod taikve izve.dbe ce~to put na tom 
mjeis;tu zaidr.ii ma1o bj.elan1oevtline, zbog cegia; ·se kiaiSl1i~'e, nialkon oiboienja., 
viidi i trag nosaCia t:raike. Osii.ttn toiga, kod :takvoig nia.cma vi.efanja traka, 
-pri1like u tra.ci! (vilafooS't, ·oitpor, graidije1J.111: potencij1alai) zav~S'e u stanovi1too 
mj:ell"i, zbiog Mdrodliinamiiane 1Ta1Vnotefo izmedu kapiilaimili i gTavitacionih 
:sila, o udalj-enos1ti od razine ipu:fera odnO'sno vrha trake6), sto mo.ie utje·cati 
na elektrofo1T.ets:ko £rakdoni1ranje. Zaito stmo se r:aid:ij1e p1'ii1Mooili dru~1om 
naoinru, t. j. trake ·opterre,cuilemo n:a krajevimai i prrebacujeimo ih p~e:ko pri
klaidn.og stalik:a ·ta.ko·, da su napefo u vodo1rnvnom poJ1ofajru. Na tai inacin 
<maij dio traike, prr-eko ko,jeg putuije bje1an.cevina, niije u dodrurw '1lli •S kaikvim 

ostranim Hj.elom. Nismo mogli 1qpa:ziti, da bi se u pojeidiinim di;jelovima trake 
»nakuip.~ao pufer«6), sto bi se. inace ocitovafo u nejednolikom padu nape
·tosti u:zduz trake i fosijem fra1kdoniranju. 

Za mj,esto stavl1jlalllja S'e1ruma. izahnali ·smo ·srediil1lll wake, jer se, p~ma 
·nrusem iisku1stvu, 'lll tom sluoa~u piojediine foakci~e !Ilaijllj'eiPse odjeljuju, a. re
zuilta ti, osoibirto u pogledu dalj1in,e pu!tovanja foakciija, ·diailU najhoilje re
produdrati. To je va1Zin.o 01s0ibii:to cmcLa, kad se radi s·a 1seirum:itma razliiCitih 

:Zi:votinj.skih vrsta, i to ~bog identi1fikadje nojedinih ,globu1/inS'kih frakcija . 
U slucaju., kiaid se radi :sa ·serua:nima j.eidne te i:Sll:e v.rste, ii1li ·alko s1e1 zeli 
:iiskoristiti d.jielliu duJJjnnu trake, ili 1se Ze.li tiraj~'e frakcionirr-anjia prrodu
lji:ti., serum se moze 1staviti ii na koj.e drugo mjesto tiraike, bl:ize ka.todi. 

2. Filter-papiir. Vrst f~;l:terr--rpiaip1iira od vdlilke i·e vaZiniootiJ za· dobii.va1nije 
«1ohrih efoktrofero1grama. S mnogim vrsfama filter-papira (vecinom ne
poznate proilzvodnie) do1biva[~ smo fos.e, p<ll i iP°'s,ve 1nieuipotre1bljli!ve· sJike. 
Naijholi1e l1ezuillta.ite <liobiitvaH. stm10 pri ~potirehli. papira » Wha:fimrun:« br. 1 i 2 
i »Mun<kteIDI« br. 20. Paipiirom »:Mun!kteH« hr. 20 pete,roist:ruke dehljii:ne5) 
msmo dobi'via1i takio dobre rezu1tate. Cim:i 1se, da je jakost strujjie kod' rada 
-S tim papilrlom previeliika, p!Cl! se tim ipap.iirom poistiiZu I11a1jibolj~ r·eizuJltat.i samo 
uz hlaidenje. 

3. Elektricni uvjefi; cftimenzije traka. UpotirieJblj;eina IIllaJpetqslt ne smije 
Mti prrelill~sika, jer SIU u proHivnom slueaitu girac:liient poteinclij1aila, dakle i 

-brzina rpu:to1Vanj1a proteirnskih fraikciia, ;premaJ:i, t. i· vrijeme potrebno za 
dobr:o od),eljivanije poj·edinih frakcija rpredu1go. S .dT111ge ·strane, previsoka 
naipetost uizrokom je pre1jake :struje, Sto dovodi do preveilikog ugrijavanja, 
ispruravanjla! viode, strujanj1a eil1ektr0Jita u traki i t. d. Lakio neki isfrazirva-Ci 
raidliije urpoitreib[~arva~u ·raizmije:mo visoke nap:efos·tiiJ oidinoS!Ilo ~ra!dije'lllte po-
tendiafa (1od nekoliko stotina volta ~ve do 1000 V9• 

36
), u!Z p·ripadno krace 

trajanje eleikta:o.fOTe·ze, mi: smo radije prinrijenili ni.1.ie napetosti (150 V) 
i ·zato dulje trajanje elektroforeiz·e (20 do 30 s.ati). S obz1irom na jaikost rpalja 
vru,Zna je na;raV!IlO i duljina tTak·e, ·z.a koju takoder po1sfoji .nelka sll"ednja o:pti
ma1ln:a vrijeclJnost. Sirina tr.ake nema. za sam tijek e1ektrof.oreze narr-o.Cita zna
cenjia:, Mi u praivHu radimo s re'lativno u1skim tralkama (2 cm) i :na svaku 
tra1ku stavljamo po jedan se·rum. No wsiH smo polkws·e i s; :mnogo sb:'.im tra

"Kama, na ikoje smo stavljali po vise seruma parallelno ~edan do drugog. 
Upotdjebi:li smo sto vise i »tra1m« sirnku i·edno 40 cm (t. j. maksimalne si-
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rine s obzfrom na dimen:zije nas·e apara.tul'e), na kojoj smo pia:ralelno stavi1i 
po 10, pa i vise razhcitih serum.a. U 1svim se tim s:hufajevima doihivaju do
bra elektroforetska frakciorri:rianja. No s otbzimm na ikasnije kvantitativno 
.irskor.iistenj.e dobivenih elektrofel."01grama (rezanje, eluiran,je i •t. d.) rad s·e 
S pojedinruen<im - 2 cm sfrokim - traikama pokaza·O ikao najprikladniji. 

4. Puler. Pu:fer tr.eba da iuna •S jedne strane sto veCi lkapaci<tet, i·er SU 

tada dobivene frakcije ostrije ogranieene, s druge pak strane sto manju 
vndlj:iivost, ra·di Jouil.e-·ove fo,p>l:iine. Aiko se jos uzime .u ohz1ir utjeca·j joniske 
jakos:ti na elektroforretsiku pokretnost proteina., 01nda je 01Cito da za neiki 

-0dred·eni pufer postoji 1s.tano¥i.ta optiimaln:a koncentracija, za izvedbu elektro• 
foreze. .Mi 1smo oikui8aH nelkol:i:ko raiz'liCi tih puf erskiih 1s~s.tema, koj<i se olbieno 
upoitrebljavaju k1od papirne elektroforeze, taiko na .pr. 0,05 M vemnal
pufer5), pa veronal-acetat pu~1er19), i to u razli1aitiim koncentracijamai. Pri tom 
smo 01pcenifo orpazili, da je ibrtZina rputovanja proteinskih frakci:ja to ve.ca, 
a same frrukdje to slabije ogranicene (difozne), sto je koncentracija pufera 
mafi:ja. Veronal-acetat pufer, pH = 8,6, µ. = 0,1 ucinio nann se najpr.i:kilad
nijim, pa ga u nasoj sta1nda.l"dnoj metodi i1sk:ljueivo ti. upotreb~javamo. Pri
pravljamo ga bez dodatka nafr[jeva iklorida, a potreibnu jon1siku jaiko.st po
stizavamo podesavanjem konoentracija veroin.al-natrija, na,trijeva acetata i 
:solne kiseline. 

Opi1sani puifer upotreibl javamo i za Z:iivotinj slke seriume, a. ne samo za 
huina1ne, :iako je poznato, da :za: seTtt:me raizhl1citih zivntin jskih v11sta postoj e 
razl:iicHi :purferi, koji .d~u optimalna frakcion:iranja. Taiko ie na pr. za frak
doniran j,e konj ske pla:zme 1ldaistlifoom metodom p1riilkladniiji fos.fa tni puif er 
p1H7 ,7, n.ego vel"Olllal-pufo:r pH 8.630) .Nio kalko pitanje QP,timaJlnih pruferia; za 
p1ap1irno-elektroforetsko :hakcioniranje rruzl:iiCi.tiiih ~ivotinjsikiih seruma 'ni1je 

jos isitrazeno, to zasad upotrebljavamo opi1s•ani veronal-a1cefa.t purfer. 
5. Stavljanje seruma. Staniovirt:a maJla ikol1Cina seruma (1-50 µ.l) kapn1e 

.se obicno na puiferom ovlazen:u traku. Mnogi aufoiri ne na.n:ose ·serum u oibihlku 
kapi vec crtasto, ·Oikomiito na smjer tr:ake1• Trukav na•C:iin je :i po nasem isku
·stvu boliji, j.er se dobi.ju ostrije ogramcene frakdije. Neki i,strazivaci6• 34•42) 

stavljaju serum na suhi papir, kojega odimah zatim m41afo purferom. Driimo, 
,da fo nije ,diotbro, jer se UJ tom .s1ueaju jedan (dod'UISe mali) dio bjelancevine 
tako cvrsto veie na papir (uz i.stodobno eventualno den.aturil"anije), da 
ki!snije ne puttllj·e sa svog pocetno1g poilofaja. Spomenuto vezanje malih ko-
l~cinaJ bjeilanhevina na .suih papiir illl!Il!ogo je. mlanje (praik.tiicfoi n:ilkakvo). ako 

:se serum prije efoktroforeize razrijedi s pu:ferom ili fizfoloskom otopinom, 
iJi akio s:e nati·vni serum stavi na traku, koja je neko1iko s.ati, ili preko 
noci, •sta.ja1a u vilaznoj komori, i tako dosla u ra.vnofazu: s okolnom atmo
sfe.rom, za·srcen1om vodenom parom. No kako prVli. naeiin U!Illia.nii·uije tocnost 
kvantita:tivne obrade elektrofe:l"ogram.a (1jer je :premalo bjelancevine), a 
·d'rugi na:cin: pwdt!!bljufo trajanie cijelog pnstupika, a razrijedi se 1i pwer 
s kojim ·se kasnije traka inatopii., to drzimo, da je najzgodnMe se·ruim stavljat1i 
·on.ak.o, kako je opisano u eksrperimentalnom ·diii·e:lu. 

6. To·k elektroforeze. Kod na•se aipiCllraitU111e j.aik0ist 1struj,e iu toiktl! e1ie:kwo
foreze pola·gano r neprestano raste. Tako je n:a pr. u jednom na8em 
tiipihnom 1ogle.du od 18 traka po 2 cm skine, ukupna ja1kiost sti-uie porasla 
nakon 20sati sati od 5,7 mA na 6,7 mA. Uzroci su toj pojavi ra:zil.iciti. Iakojos 
nismo vrsili kvantitativna mjerenja o r-elativnom udje•lu pojeidini:h faktora 
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u porastu jakosti struje, ipak na temelju fednostavnih 1pretpokusa driimo, 
da ih ima rbarem tri1: koncentriranje pufera. u trakama, eJektr:o:dne reakcije 

. i porast temperature. Joule-ova foplina, koja se razvija u traokama, kom
penzira se konvekcijom u atmosferi vlazne komore, a i Laganim ishlaplji
va.nj.em viode iz traka, sto ima za posJje·dicu kapilarno usisavanje pufera ie: 
elektr.o·dnih posuda i s tim u vezi polagano koncentriraJlJje pufora odnosno 
p·ovefanje njegove vodljiv•ost1i. Taj je efekt mnogo v·eei, ako vlazna komora 
ni:je doibro zatvorena; no on postoji i ko:d he·rmeticki zatviorene komore, 
jer vioda 1Jz traka jednostavno desHl!ira i kondenzira na hladnlijim dijelovima. 
komore. Povisenje temperature traka, u tQ\ku efoktroforeze pod! nasim 
pokusmm uvjetima, vrlo je maleno, jedva kojih 1-2°C iznad okolisne tem
perature. U koHko jakost struje nije prevelika, to se u po·~led1UJ tempera
ture uskoro nakon pocetka eiektroforeze uspos·tavii s.tadonarno stanje,. 
a Joule-ova toplina kompen:zira na opi•sani. naCin. No kOiliko god je pora.st 
temperatur·e malen, ipak i on si1gurno utjece na poraisit vodljivosti s1i
stema. Napokon, u tofou elektrofore·ze zihiva:ju •se na elektrodama ele•k
trodne reaJkcije, Zibog kojih dolazi do porasta konce.ntrac~e H+ odnosno· 
OH- u dioticnirn el.ektrodnim prostnrima (sto se ocituje u pr•omjeni, pH) .. 
Kako su vodljivosti tih jona mnogo v·ece od vo1dljiv0:sti ostaJi,h ,jona, to su 
spomenu.fe reakcije takod·er fa.ktor, koji utjece na povefanje V10dlj1ivo.sti 
cijelog sis.t.ema .. Mi nlismo mogli opaziti, d!a hi opisani e-fekti (po.rast tem,
pera:ture i jakosti s.fruje) lose utjecali na frakcionliranje poj,edlinih kompo
nenata semma, pa stoiga nismo ni naistojali, da reguliranjem napetosti ili. 
ot.pora u toku eI.ekt!'oforeze, odrzimo jakost s:truie konstantnom. 

Brzina putnvanija pojedinih frakdja nije konstantna, nego 1se UJ toku
elektroforeze polako umanjuije, ·to vise, sto je jakost sitruje ve·ea. Uzrok 
je toj poiavii u prvom t<edu opis•ano koncentrirnnje· pufora u trakama, ZJbog 
kojega dolazi do porasta njegove jonske jakos<ti, sto pak 1ma za pio.sljedicu 
umanj.enj·e zeta pntencijala, pa prema tome i brzine m1igracije koloidne· 
cestioe. Za umanjenje brzine putovanja odgo·voran i•e manijim dijelom i 
pa·d gradienta potencijala uizduz trake, do koojeg diolazi .radii opisano~f 
porasta jakosti struje, koliko se dakako rad1 s nestabiliziiranim izvorom 
stru1je. (Na pr. tt na.sem slucaju, ako struja naraste ·za 1 mA, ukurpna na:pefo:st 
padne za kojih 6 V.) Napoikon na hrzinu putovanja proteinskili frakci ·ja 
na traki utje·ce u s.tanoviitoj mjeri i op1sano kapiJarno usisavan~e pufera iz 
elektrodnih posuida, koje na jed:noj pofo•vin± trake uibrzava, a na dmgo~ po
lovini trake uspor:ava e.lektromigradju bjelancevina, i to toliko vise, sto 
je proteinska frakcija vi~se uda1ljena od sredine trake7). Taj gradient brzine 
strujanja pufera zapraVio je dodatna komponenta u p111t1ovan~u proteiina, koja 
se superponfra primarnom put1ovanju koloidne pro1teinske cestice u elek
tricnom pol ju i sekuindairnom e1eH:r101-osmo1tsikom efektu. K•oo' d0JV1ol jno ve
likih jakosti .struje, spomenuti gradient sitrujanja pufera moze pos.tati tako· 
veli:k, da ponisti elektromigraciju hjelancevina, ko·j•e ·onda »putUJju osta
juCi na mje·stu«. Na toj se po~avi temelji Durmm-ov fenomen mohilne 
ravnotefa9). Kod jos ve•cih napetosti, efekt isparavanja i foapilarnog usisa
vanja pufera tako j-e velitk, da str'u,janje pufera no si bjelancevinu u pro
tivnom smjeru, nego sto bii Ona po S'V'Offi naibioj'lll treibala putovatn. 

Kod na8e i:zvedbe papime elektroforeze oip'.sani efe:kti na utjecu u 
velikoj mjeri na migraci.ju proteinskih frakcija, no •oni ipak modifiictiraju. 
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njtihovu brzhm putovan1a taiko, .da odredivanje elektro.foretske pok.retlji
vosti pojedinih frakdja u apsolutrrim jedinicama u svrhu njiho~og kvali
taHvnog karakteriziranja nailazi kod papirne ·elektroforeze· na verHke po
tesko·ce. No to mi u oviom pogl1edu ne umanjuje zna,cenj,e papirne elektro
foreze, jer se mogu parailelrnim posta,vljanjem normalntih seruma ili stan
dardnih tva~i: doibiti isporedbene tocke za bavem priblifoo usfanovljenje 
:po1kretljivosti ,pojedinih frakcija. U novije vrij,eme U1sp1jeJo je25) opreznim 
izv.odenjem papirne elektrofo.rez1e, uz stvogu Jwn,tl"oJu tisparavanja, pro
mjena aktuelne kemijske rea,kcije, sfrujanja puifera iz jecLne e1ektrodne 
posude u dru1gu i sl., te nakon kor1ekcije za elektro-osimozu i za neravrun 
put ko1loidnie cestice, raZitr}jerno tocno odtrediti pokretljiV'ost al:bumina hu
manog seruma u apsolwtnim jedliniicama. 

Kod velikog hmja paraJelnih ogleda prakticno je na j,e,drnu traku sta
viti ikterican serum s poz~tivrnim dir•e,ktnim van den1 Bergh-om12), va se 
tako moze pratiti putovanje a11Jbumina, koji su sada zbo1g v,ezanog biliru
.bina foto obojeni.* 

7. Bojenje. Nakon dovrsene ,elelkt~oforeze osusena sie it.raka oboji pri
kladnom bojom. U lHeraturi za tu svrhu najcesce, preporucuju ove boie: 
bmmfenolnio modrilo5• 6), am:ido-cTnilo19) i azokarmin49). M·i smo iskufali 
:prv.e dvije bo1je, a odlucili smo .se za iarnlido-crn1il!O, premda i hromfenolno 
mo,drifo ima s:lano1vi'te prednos1ti. Ono se naime dade izv,rsno isprati tiz 
HI ter-papiira, st•o se za amido-cmilo ne moze reci. No koliciiina am:ido
·cmiila vezanog na bjelancevinu, odnosno tome pripadne ekstinkcij.e -
za razliku od koJi.Cine i ekstiirnkcija ibrofonolnog modrila - nekoHko su 
puta vece, tako da se mote udobno raditi s 10 µ.I serwma ,odnosno cca 
-0,5-1 mg ibjelancevine. Nada1lje, ve1z.ivanje bromfenolnog modriia na g1obu-
1inske frakcije bjelarncevine nij,e je<lnwko vezivanju na a1bUtmine, pa sf.oga 
treiba ekstinkcije kod g:Iloibuliinskih fra.kcija mno·ziti s empiricki ustanov
ljenim faMoram 1,65). KaSIIlije je ustanovljeno24

), da taj faktor n'i·je jednak 
:za poje<C!Jine frakdj1e globulina, a isto tako <la se znatno mijenja k1od 
razli:cit:ih paf.oloski pvomijeinjenih ser:uma. Naprotiv, kod amtido-crnila vezi
vanje boje na poj,edliine prot~inske frakci:je mnogo je ravnomjemiiie i pri
bl1i1foo je rpl'loipo1rdoina~lno koM1Ciini ibjel:a111Joemne be:z obzirn, o kojoj se 
frakdji rad:i Grassmiarun19) drzi, da je spomenuto veziv.anje u foHkoj mj;eri 
pmporcionalno fooliCin'i bj-elainceviine, da ekstinkcije za pojedine frakcije 
i ne trnba mnoziti s nekim korekturnim faktomm. Witmer52

) rn1protiv 
drii, d:a ekstinkcije svake pojedine frakcije ipak treba mnozi'ti s pos:·?hn1m 
faktovom. To se pHanje, razum:ij,e se, moze f'ije1siti samo isporedivanjem 
vieliikog broja rezuil'tata anali:za n1ormaln1ih i pa1t1oloskih s:eruma, izv.rsenih 
papirno-eiektmforntski i kla,sicnim metodama, kao sfo ~e vec ucinjeno za 
Cremer-T1selius-ovu metodu bojenia s b:mmfenoilirui.m modriilom24

). Nia.ma 
to z.a sada nije, .brto moguce izvrsit1i, pa z:bog toga izra:cunavamo ' rezultate 
U!Z pl'le'tpostavku, dra je koLicina boje propovcionalna koli1cini hjelancevine, 
bez obzira o kojoj se pvoteinskoj frakcij1i radi. 

Pltainje korek'turnih faktora, s koj1i~ treba mnoZifi ekstinkicije poje
dinih e.lu.ata, da hi ..-;e <lobile vrije,dnosti propof'ctiona1lne kohoini poje,din~h 

* M1 smo, f.e tim naiCi1111om mora!li go,tO'V'O· riedO<Vito. sl:wi]tL, je1r 1inaice, z;bog cestih 
pTekidai u gradskoj1 ei'.ektr]erw,j mrnzi, ,ne b ismo- zna~1, ,da1 Li j.e ele:ktmforez,a uoipce po
telda, o,dnosno, iko lciiko je urzn.3iprndowaJia. 
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proteinskih frafodja, u1nio1si: najviise nes1igurnosti u papimo-eie,ktroforetsku 
metodu i j·edan je od glavnih uzroka veceg ili manj1e1g nesfagania s reizu1-
tatima dohivenim klasicnom Tiseliu1s-ovom mefodom.!!4), To osobito vrijedi 
za pafoloske semme, kod kiojih ·su kvanti1tativni odnosi v.ezivanja poje
d'i111ih boja na poj,edi:ne p:rote1i1111ske frakcij·e jos slaiho istrnzenJ. 

I vrijeme hojenja trake pofrehno je standardizirati j,er, k.ako su i~ drug£ 
opiazili.12

), i hjelanceviina i celufo,za stajanjem u otorpini hoj.e jos dugo v:ezu1j.u_ 
hoju.. No predugo bo:i·en~e nije pozel'jno, jer t&da a:d'sorpcij.a hoje na eel~ 
tozui relativno prete,gne vezanje boje na hjelancevitlJU i Hlter-papir se
ka1sniiie teze 1~spire. Optimafoo vrijeme bojenja imosi prema na:S·em isku-
s:tvu 1oiko Yz sata. . 

Nafoo!l11 i1spiranij.a s octeno-,ki1selim metanolom ,su1vifou octenu kiseltinu: 
najholje j-e uklontiti e·terom, nakon ce'ga se fra,ke i brzo ,po1Sitl1se. Za ukl.a
n janje octene ki1se1'ine ne valja upotrehiti cis1ti mefaillol, jer on, ehvira :i bo:ju. 

8. Eluiranje. Obojena i osusenia trnka moze se i.zre~zati na vdilk hrof 
uskii'h pmga jednake sirine5), a mo~u se izrezati i podruicj.a, !koja odgo-· 
varaju samo pofedlinim fraikcijama. lzrezanri. se d'ijefo·vi: -elwiiraju, a elu:ati 
fotometriraju. Prvi j.e nacin mnogo dugotrajn1ji, no ima svoje prednosH. 
Po nj1emu se dohivaju. kriv:ulje vJ1se :ili manje .sLi·cne pO!ZDiatim krivuljama: 
dob:iv~niim u. s:lohodnoj .eilektrnforezi'. lrnteg1rii.ranjem tih krirvuil.ja racu:naju: 
se relativnii procenti pojedinih fr.akdja. Osim toga, u sfan.ovitim, narocito 
pafoloskiim slueaj·e·vima, za interprietadju elektmferograma va.fan je i 
izgled kri'vulje; ma pr. nij1e srvejedno, clia 1i se porveeanje 1-·g11obulinske· 
fraikciie oaituj1e u viise iH manje ravrnomjemom povefanju i~nad djele haze 
1-globu!l:ina, Mo je zna,k rnjihove heterogenosti, i.li se radi o j<edniom 0 18-trJ
jem maksifanum1tt - da:kle o j1edi-ioj relativno homoge1ILoj bjelancevitn:i' -
koj1i se izdiie iz teme1ljnie 1-gfohu:l'inske mas1e19). Krnede~2) na pr. rnalazi, 
da je kvodjent izmedu Vii.sine i haze 1-frakcije kod stanorvitih oibolienia 
jetre kara:kteidsticno man~i od 1, sto se naravno mofo ustanowt~ kvarnti
tativnom 1oibraidom elektroforograma sam.10 po prvom opi1saniom postupku. 
No radti priliene nesi:gumosti! cjelokupne metode uopce, a food primjene, 
prvog naciinla 1i r.aidi znatnije1g utl"oska vremena i: mat·2:rijala, narncito kod 
ve~:ikog broja 01gfoda, mi smo trake u pravifo1, os~ u iznimnim slufa.je-· 
vima, radliij·e rezal~ prern:a frakicijama. 

Osim 1optis:arrih niaCiina ima i dru:gih metoda za kva,ntitailivDiU oibradru: 
elekkoferograma. Tako Gras:smarnn18l i drugi 10• 22• 28l fotomefriraju boju na. 
samom papiru, nakon sfo s tekucfo·orm prikladnog 1i1rndeksa l'oma ucine· 
papir u ve1l:iikoj m~1eri prozimim. Wieland ohradu.je trnke svoj,om reten
dografs:kom metodom51). 

9. lzgled elektroferograma. Na gotorvim 1elleiktrofo110gra1m1irrrua (v. sl. 3~ 
razabi!ru s1e na svjetlo-plaVloj pozadlini pojediine vise i[·i! ma.nje: tamne pruge,. 
koje potjecu od pripadniih frakci:ja bjefan:C>evina seruma. Ukupna dUlj:inia 
onog dij·e1a t•rake, na k.ojem se nafaz;i frakdonirana. hj1dani6evin,a, zavis1i 
u pn11om l"edu o trajanj:u elekt~oforeze ± upotrehlj.enoj jakosti po11ja, te u: 
vefoj iH manj1oj mieri o razniim d'mgim faktorima (teunperatura, kapila1m°' 
usi1savainje pufora radii .~sparavan:ja, i t. d.). Ta duljina pod n·asim pokusnim 
uvjetima iznosi koiih 14 cm. Prva pmga od anodne str.ane tirake u pra.viilu 
je (kod niormalnog :semma) na.j,ntenzivnija, i pripada &llbwminima, a iiza nie· 
niizu se redom razne globwlinske frakcije. 1-Glohulim.& irtailaze 1se rediovi1to 
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kaiodno od ishodinog poloiaija, iaklo je rpH upotrebljenog puifera (8,6·} 
s alkalne strane nf,ihov.e izoelektrione tocke. To je poslj·edica elektro
osmoz~, ibog koje su sive frarkdje pomaiknute par centimetara katodn.o·r 

REZULTA TI VLASTITIH POKUSA 

1. Karakteristike boje amido-crnila. lstirwwiae~rn) lwjii uport.rreb~ja:vajitt 
amido-cmilo, ne eluiraju SiJ>orrnenurtu iboju, vec je odredUJjw densitometrijski, 
t. j. mj•erenjem gustoce h~e nia samom papiru fotoelektr:icTIJirrn putem. Mi 
u pomanik~UJ pri.Madnog de!l11s:itoimet.ra hoju elUJ~ram:o; ·sfoga nam je t:r:e
balo odrediti i najpovoljnij:e uvjete za ta:j .posao. Ifo:d upotrebe Fisher-o•va 
elektrofotometra pokazao se zeleni filtar hr. 525-B kao najprikladn:iji (v. 
sL 2b): Ako se urpotTlebljava Pulfnich-ov »Stufenphotometrur«, onda treba 
rarditi :filltrom S 61. Kaio otopina za elui•ranje naj1bo~a je opis·ana 50°/o-na 
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SI. 2a) i b). Ovisnost ekstinkcije otopine amido-crnila 10 B o koncentraciji. ApsC'isa: a) koncen
traciJa boj e u povoljnim Jedinicama; b) kolicina r a:irijedenog seruma u mikrolitrama. Ordinata: 
specificna ekstinkcija (Eicm). Fisher-ov elektrofotometar; iZ\'U•Cene krivulje: zeleni filtar 525-B. 

tockasta krivulj a: crveni fitar 650-A. 
Fig. 2a) and b). Optical density of the solution of »Amidoschwarz lOB« as a funct ion of concen
tration of the dye . Abscissa: a) concentration of the dye in arbiJtTary units; b) volumes1 of diluted 
serum (1 pt. o·f serum + 4 pts. of buffer) in microHter.s. Ordinate: spec:ific extinction (Elem). 

Fisher Electro•photometer; full lines: green filter 525-B, dotted liJne : red filter 650-A. 

otopi'na metano.la, zasice.na nafr1jevim karbo1nato.m. StaibiJnost boje u 
eiluatu veoma je veHka; i nakon dva tj;edna stajanja e1uata nia. sobnoj 
tempeirnturi i d'anjo.j ra-svje.ti, eik,stinkcija takva elUJa:ta ·pa:la. je jedva za 3°/o. 
Napokon smo iistra:Zlilli •stupanj pokio1ravanja otopine amido-crnila Beer-•o.vu 
zaikonu, sto ~ ·e p.retposfavka za opisano jednostavnio izra.cun.ava;nje rezul
tat,a. Najprije smo jedan eluat veoma vel:ike opti1cke .gust·oce, najvece koju. 
smo uiopce dobivaili kod eluiranja traika, razrijecli:vali oitopinom za elUJ~ranje, 
pa dobivene ekst1inikciie nan1:j e:li kao nrdinate prema ra1zrii.edenjima kao 
apscisama (v. sl. 2a) . Za·fon s.mo na traku fiher-papira., niaV:la:fonu puforom, 
stavili rastuce koliciine razrijedena se.ruma (1 ml semma konja + 4 ml 
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-pufera), trruku osurSiiH, .obojili i t. d., t. j. postupil.i ka,o s e:Iektroforetskom 
trakom. Poj•erune smo mr'lje eluri.rali, a pripad:ne ekstinkdj·e, kori.gkane 

· prema 0 ogledu (cisti papir), nanijeili na koord!inatrui sistem prema upo
trebljenim ko1icinama seruma (v. sl. 2b). Iz ·Sil. 2b vidi se, d:a su do
biviene ·e'k:s<tin'kciije, kad se uzme· u obzir razmj·erna netocnost pipetiranja 
tako malih kolieitna seT'Uma, s dorvoljnoon tocno§cu lirnea·rno proporcionalne 
kolieiini. seruma. Iz slike se 2 a i b razabire da se amido-crnil.o,, otopljeno 
u nasoj otopfoi, za elui,ranje, uz nave·dene eksper'imentalne uvjete pokorava 
Beier-ovu zakorrm, i da je prema forrne dopusteno iz izmjerenii:h ekstinkcija 
eluata pojedinih prote:ins.kih frakciija., o.pi•san<im jedn1ostaV'l1iiim racunskiim po
stupkom, racunati .rela'lirvni sastav bjelanC.evine u pripa:dill!orrn serumu. 

Eleiktl'oferogrami, obojeni amido-crnilom lOB, vrlo su sfa'bilni prerrna 
svijetlu:. R0ezt11ltat analize j·ednog elektroferqgrama, anali1Ziranog nakon nekiih 
15 dana st.ajanja na difoznoj danjo j Tasvjeti, nije s·e rnzlikovao o.d rezultafa 
paralelnog .efaktmferograma, anali~i<ranog odmah nak•on bo1j.enja; jedino se 
ulkn.upna eksti11Jkcija (z'hroj• eksrtin:kcija svih frakciijia) umanj~la ·za kojih 100/o. 

2. Reprodukciona vrijednost metode. Da b:i1smo usfa1noviili• da Ii se re
rulta,ti d!a.ju dobro reprodudrati, izvrsili smo niz paralelinih pokiusa. U 
taibeli 1 predoceni su rezultati elektroforetskog odredivanja re1a.tivnog 
udrj.ela po1j ;edin~h proteinskih fr.akci:ja seruma normalnog konj•a . U tu svrihu 
izvrseno je 16 e1ektroforetskih analiza jedno.g te, istog seruma, i to 12 

Tabela 1 
Reprodukcim1.a vrijednost mctode - Reprodu.cilbdity oif the meth-0d 

I 
G l ob ulin~ 

ALbumini 
~ a y 

--I a I 42J,9--44,2 14,0-15,6 14,1-16,l 25,6-27,4 
1 ,-b-, 43,6 ±0,4 14,8 ± 0,4 15,0 ± 0,5 26,6 ± 0,5 

2 I 43,8 14,6 15,1 26,5 

3 I 43,5 15,0 14,6 26,8 

Rezul tati elektroforetskih analiza istog seruma (normalan konj), n av edeni u postocima ukupne 
b jelancev ine. (Elektroferogra m tog seruma vidi se pod 3 na sl. 3, a pr tpadni dij agram na sl. 4.) 
1: rezultati dobiveni standardnom metodom (14 paraJela ); a: n aj m a nja i na jveca dobivena 
vrij ednost ; b: srednja vrij ednost i standardna deviacij a. 2: rezultati dobiveni iscrpnim eluira

njem pojedinih frakcija. 3: rezultati dobiveni integriranjem diagra m a •Ila sl. 4. 
Percentage compo.sition of the proteiins of normal horse serum. l: r esults obtained with the 
sta nda rd procedure (14 parallels); a: the r ange; b : the m ean with the standard de vi rution. 2: 
results obtained by eluting each 5ection of the strip 3 limes successively and determi,ning 
the op tical density of the combined eluates. 3: results obtained by integrating the curve in fig . 4 

in the usual manner. 

-paralelnih a.naHzia {drukle pod 1dentienim elekt:ri1ckim i dirugim uv:jeitima), 
a ost:aile 4 analize izvrsene su poiedinacno u drugim zgodama istodobno 
s r.azli1citim drug'hn ogledima. Od· spomenutih 12 par:alelnih anaJ.liza, 6 ih 
j•e izvriseno posve iednaiko, primjenom vec opis:ane staindardne metode 
(sirina trake 2 am, 10 µ.l seruma), a kod ostalih 6 m~enja.n.i su neki uvjeti, 
i to sirina tr.ake (1 i. 3 cm), i kohCina serum1a (7 i 15 ~l). Usprkos tim 
promi,enama svi su se rezultarti .dobro sla.gali. Od spomenutih 16 elektro-
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:Ierograma 14 ih je obradeno orpisanom standardnom mertodom. Re'zuJtati 
t'ih 14 an.aliza priikazani .su u tabeli pod L Pod a) naveden je variacioni 
i nterval (najmanja i najveea d'obivena vtiijednost), a pod h) navedelilia j,e 

::SL 3 .. E lektroferogrami ce1Uriju razl1,,citih seruma. 1: normala;n oovjecH serum; 2: serum bole"nice 
( HyperemesiJs gravidarum); 3: · normalan konjski serum; 4: serum konj a hiperimuniziranog protiv 

dizenterije. 
Fig. 3. Elect ropherograms of four di!ferent ,sera. 1: normal human; 2: human, HypeMmesis 

gravidarum ; 3: no r mal horse; 4: horse hyperimmunized against dysentery. 
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:SL 4. Diagram normalnog konjskog seruma, dobiven rezanjem elek troferograma na 5 mm siroke 
pruge, zatim eluiranjem s po 5 ml otopine za elui ran je i fotometriranjem dobivenih eluata. 
Apscisa: brojeane oznake pruga (udaljenosti od povoljnog tshodista); ordinata: specificne 

-ekstinkcije. P.ripadni elekt roferogram odnoono analiHck; rezultati videi 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 a lternative pr-0cedure (strip cut 
l nto 5 mm. sections). The co-rrected optical densities pla nted agajoot distance. The corresponding 
electropherogram and analytical results a re shown under No. 3 in fig, 3 and tab le 2, respectively. 

With th·e same serum the reproducibility of the method was t·es ted (table 1). 

'7 Arb.iv za kemiju 
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sred:nja vr#ednost sa sitandar.dnom deviadjom. Standa11dna deviacita ~-glo
bulirra i y-gllobulina nesto ie veea nego kod aibumina i a-globuJiin;a, i t-0> 
zarto sito jre granica izmedu ~-globu.fina i y-gflobulina mianie oslrra ne~go ostale-
2 griandice. Tu je stoga i ne.sti.gurnos.t .rezanja malo ve1ea, 1sto se ocii'tuje· 
u poviJSienoj standa:rdnoi deviadji doti!cnih frakoija, .kai0 mieri di·sperzije 

. o·dnosnog niza mjerrettja. Dobivene standardne ·deviacije opcenito ·su nesto. 
manje, ne·go sto su ih .da1biilli drugi autori39). 

Buduci da je opazeno, d:a vec eluirani di:jelovi trake •osfaju to tamniiji,. 
sto elu.at ima veeu e.kstinkciju, to je po·stojala sumnija, da eks<ti'nkcija 
e l u i Tan e hoje, zibo1g adsorpcije na pa:pi:ru, niie proporcion1alna kolieirni 
boje vezanie na doHcni dfo tra.ke, vec da .stanovi.ta :ma.la kolieina boje, 
fU111Jkcija uku:pne kolicine borje u eiuatu i ukupne· lwliicine firlter-papira u 
epruvebi, za:ostane vezan:a na filterr-papir. Stoga je jedna od spomenutih 
16 traka raziiezana Ilia dii·efove, koji su zatim sukces.ivno eluirani 3 puta 
s po 4 nil otopine za efoiranje, a ekstinkcija odredena u sakupljeniim 
eluatima pojedinih dijelova trake. Nakon takvog »iscrpnog eluiranja« svf 
dijelovii filter-papirra zaosfanu prakticki po·sve bije~i. Kako se r.a:zabiire iz· 
tahele 1. pod br. 2, re!ZultaH se prakHcki ne razli!kuiu od ·re·zuJta:ta dobi
venih jednostavnijom i brfom standardnom metodom. 

Napokon, jedna od 16 traka razrezana je na j.edn;a.ke uske pruge ocf' 
5 mm siooe. Pruge su n1Umerira:ne, eluiira:ne s po 5 ml otop:ine za ehiira-
nje, a ekstinkcije nanesene n.a ordinate prema br0:j1eanoj oznaci prnge na. 
apscisi. Na taj naoitti dobivena je sl. 4. Ako se na sl. 4 pojedfoe fiakcije
upotpune na Gauss-ove krivuJ.je r integriira.ju, iii s1e, sto ie jednostavni~e
i ikod papirne elektroforeze d0jpusteno, infogrirajiU dijelovi ·krivuli·e izmedu 
pojediinih mini:muma, pa· se taiko d(jbivene 1porv:r1s1ine &zraze u ipostocffima_ 
ukupne povrSine, dobivaiju se vrijed:nO'sti (v. tcublicu 1 rbrr. 3), koje se veoma 
dobro slafo s vrijednostima -drobivenim mno•go jednostavniijom standardnom: 
meto<lom. Na temelju oipisaniih rezultata, kao i drugih koje posebno ne· 
navodiilrno, z:akl~ucujemo, da je u eksperimentalnom dijelu opisa:na metoda. 
u pravifa dovo.ljnro tocna za kvantitatirvnu obvad'u dobiveni:h ele.ktrofero-
grama, izuzevsi poje<line, narocito rpatofoske sfo1cajeve, kad 1SU granice' 
izmedu poj.e.dtini1h frakciia sasvim nejasne. 

Br·oj 
serum a 

1 

2 

3 

4 

Tabela 2 
Rezuifuti anaJ~ze cettlriju semma1 sa sl. 3. 

Results of the analyises of the f0<wr sera from fii1g. 3. 

I Albu.mini I 
Globul.i.n •i 

a1 I <X2 I ~ I y 

I 62,1 I 3,2' I 8,3 I 9,0 f 17,4 

I 52,7 I 9,4 I 10,8 I 10,1 I 17,0 

43,7 

23,2 

15,0 

16,8 

14,7 26,6 

. 60,0 

Rezultati su navedeni u postocima ukupne bjelanl\evine. Brojeane oznake s·eruma kao na sl. L 
The numbers of sera (in the first column) correspond to the numbers in fig . 3. 

' 
' 
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3. Primjeri. Za clopunsku clakuimentadju preclocujemo ti, nekoliko slika 
elektroferograma raznih ·serurrna, te analiticke rezwltate odnosno jeclan 
cliaigJ."a:m, koji pripada.ju tim elektroferogram:ima. * · 

ZA:KLJUOAK 

Na temelju prikazan:ih rnzultata ddimo, cla nam je slobodno reci, da 
su kemirja i razlicHe njezine primijenj-ene grane, ui prvom redu medioin;ska 
kemija, papiimom eil.ektToforezom izvrsnio upotpunile SV1o1e dosadasnje kla
siiene ,eilektriOifoo-d&ke postuipke. K<i!iemo, upotpunile, a n1e naclomjesti.le 
zbog to~a. ·sto se ve,c i na temeiju dosada:Snjeg zapravo pocetnog razvoja 
papirne elektroforeze mofo Z<i!kljucitii, da ta metoda niije n:eka po~edno
staV1I1jena zamjena Tiselius-ove metode, ne,go je to metoda s u i g e
n e r i s, veoma prikfaclna za skupinska ,istra.Z:ivanja s.eruma r drugih pro
tefos:kih siiistema. Buduci da su fizikalno-kem1ijski uvje·ti frakcionfrania 
bj,elanoevina kod obiju metocla razHciti (homogen~ i he;terogenii. sistem), 
a bitno su razliciita 1i ,s,voj.stva bjelancevi:na, koja se upofrs~ib!lja'V'aju za 
nqihorvu .regi,stradju odnosnio mjeren~e (refrakdja ,odnosno v·ezanje boje), 
to se i rnzuHa:ti dioMveni jeclnom i drugom mefodom ne daju be1z daljnjega 
:isporedivati Opcecito se dr.zi, da je rezuHafo papirne e1lektroforeze naj
bolj.e usklaidiviabi. s rezuiltatima klasicne el.ektrnfore:ze· s pomocu posebnih 
korekcija. No na'kon sto j,e pokazano24), ,da potrebne korekcije znatno va
riraju, i u Hzioloskim, a pogotovo u pato;]os·kim sluicaijevima, drzimo, da 
ce pa,pima ele-ktroforeza trebaH p1'oCi stanoviirt:i svoj razvojni put, slicno 
kao sto ga je prosJa. 1: T:iselius-ova metoda. U pr'V'om redu bit ce· potrebno 
dalie usavrfavati i .standard:izirati samu met:odiku, naro·6to· u pogJeclu 
odredivanja bjelancevina na eleiktroferogramima. No i najholjii nacin rtakvog 
odrecHvanja ne ce, vj,eroiatno, dati rezuHate, ko,ji b1 s.e u sviim slu;ea
j.evima mogli podudarati s ,rezultatiima sfobodne elektroforeze. Sto!ga ce 
biti potrebno primjenom tako wsavrsene meta.dike izvrs~ti velik broj istra
.Zivainja normaln1ih i patolo1skih seruma, dohiti tako nonn.alne vri1ednosti 
ii njihove varijacijone fotervrule, i na temelju obilja takvih podataka za
kljueivat.i ·o raznim patoloskim poiavama. 

Zakliu1cno mo.ze s·e dakle reCi, da je metoda pap~me el.ektroforeze -
jer je potrebita aparafora lako dostupna i skromn.ije uredenim zaviodima, 
a rukovanje tom apara-turom veoma jednosfavno, je1r .se sam rad vrsi kod 
sobne temperature, jer ·se odje1damput moze obraditi razmjerno velik broj 
seruma, jer otpa·da priprava seruma dijaliz.om i jer se s tom tipicnorrn 

*) Ele;ktniofe1roigr.am v:last:iltai seruma ipredocen nlll Sil. ~ \P'°'d 1 do b.iiven je iz vooma 
male k-Otli1Ci1I1e krv1 nai O'V.aj jednos teiwJ;n na1ciin . P'llrukiCCJjom prst& s Fralfllcke- ovom 
i:glom 1do1b:iiveno je oJw 0,3-0,4 ml ikapiiLairne krvt, iko.ja je ostaivljenal u miikroep,ruive1:i 
(vi1s:1rua 2 cm, unutamj.i pTomjer 6 mm), ·da is,e z,grusa i ·korugul'Ulm retraih.i.Ta . Zaitiin je 
lroaigwl.um veOlffia -Olprezno sru strukllenom ~gilom 1odi1iijepljen od s ti.jenkai epruv·etice, i 
cerutri1£U1gfa·amjern 10-15 IDnlll'1.11J.L lkod 200-0-30'00 oikr'./min'. oobijen na njeno dnoL 
Iz :sloj1a o d ccai 0,1 ml bi1s.tcog seamma .j,zm:1d .koaguluimai lako' se :s p·om-0cu prikladne 
mikDopdpete irzVi\.lce doivoljno se1'!1.llma za ne&:offi~ko .pa:mlelru~h ogleda. J.z oivog se priimje-ra 
l'aJZlalbiiil'e., ikallooi se S p01Illi010u ip1Cilipl:II'!1.e eiieiktIIOfo•reze U' QIJ}isal!lOj a ;zvedb~i mogu1 ds1tm!Zj,yat.i 
se1'Ulmi ·d01hiiverni1 1iiz veoma m.ailih kolliici111Ja ikrvi, sto m01ze biti od vaifooiSti p;ri radu 
u kJin:ikarrna za dj~cje holest1, pr,j r.adu s mruiim .po~msnim zivotinjama, kao i· uopce 
onoo, ka·da se 1~1'V,i ne rnlOIZe odnosno rue Z<:lLi 1UJZiima1ti p11ecesto ii1ii preivciifo. 
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mikrometodom mogu istraziti seruimi i1i dru1fo otopine i onda, kad se 
raspol..a:Ze samo ve·oma malim koiliCiniama takvih otopma - vec i danas 
podesna za primjenu u .biokemijskiim i kliniclcim faboratorijima, i! da ce 
sigurno i u bud'UJcnosti sve bo1lie a sve vise sluiiiti u is:tr.azivafackom rndu, 
osohito u istrazivantlu raznol~kih vr.sta, stanja i promjena bj-efa.ncevinia 
seru:ma. 

C.aist nam je iii 11'-lJ ovom mjestu zaihvali:ti, .g,g. iprofeisOJrii:ma K. My11back-u, pred

stoj,rui;ku Riokemijs.kog lin.stitiutai ru Stookho1mu, i T. W:iken-u, piredistojniku Instit:iuta 

za milkl'obiol!og.iju ~ biologijiU vrenj,ai ETH u Zi.i11ichu, na damv.i11nom ,fiilter-paip:iJl'UJ .i 

hajli ia1ml~do-.crnril1u, z1atim dio1c. dr. B. Metzgemu, 1p·redist1<)jn:iku ZafVIQ,diai z.a1 t!iilzilkru Ve.te11imair

skio,g .fa.lmltetei ru Z.aigre1bu, za fPOS'UJdibu sprav.a:, te koleg~ A. Ce:ku, asistentu u Zarvodu 

za s toca;rs tvo Vete:rThnatrs:lmg falmlteta ·u Za:grebu, za i zradu f.otore,p.rod:ukc.ije. 
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Electrophoresis of protein on filter paper. I. 

A simple apparatus and technique of electrophoresis of serum proteins 

by 

N. sKARICA 

A s:imiple appa:mbuis for the fr.actiona.tioin oif serum prioteimis b y eledooprhores1i•s 

<m Hlter paiper hais !been descr.i:bed. Tlhe .aipipaira1tus ws JSU+t:lible fu:r cairrya.rug out simud

taneously a La:rge ruumber of .e'J.ect:ropho1retic anallyses of 1serum o r other fhllilds. 

J. Apparatus and method. The iaippairo.1tu:s (f.ig. 1) oons:ists: esseruti:ahly <lif ai wo•oden 

pa.raifHned box, covered wi1th .two .glas s .1iids. In the hax there .aire two g~ cuvettes, 

eaah. o f whikrh :iis iS111bdirvided ,by a vertikal ipa1rititiiotn ail•Oiilig .i'lls ilicmg aoci.s into two com

partments for the ca111bon or pilatriinl\llm electimdes and for the dippil!lJg e:rnds of the 
strii!ps of filter paipe•r •re.sipectiirvelly. All o.f these comu>a:rtments oonta:iln the buffer sol1U

t:10in. The .two oomipa:rtments Q[ a •Cuve.ft-e a:re conrnected w1itih. eaiah. otlh e:r by rn:e.a!l1S 
of ia. !liiJ.ter p.aiper bri1dge, thlUIS ipreventin,g tJhe ipH- crhal!loges from elect:r.oide COIIIlip•1irt

ments to rea;ah. the stri,p1s. Tihe 2 cm. Wiiide strips oif Wrhatmain No. 1 O•r 2 fii.lter 

Pau>•er ( Uip to 18 stri[pS') are stretched honiizointailly aoc.r0iss .a suppm t fr.ame IIIlil!<le of 
glass 1rodis whioorh ·fi'ts ii.nto the box, tthe ends of the str:i)ps d iipping .into trhe respecti:ve 

comp.airtmenns oif trhe gfo1S1S curvettoo. Suitalb:le glass OT le.1d wei:giht1s, atta1ched at the 

ends of trhe striips, ho1ld ·tlhe Uatter stretched. 

The fom comipartments aTe lfiilled wi'trh iba;ribital-oo<liium-a:cetate-HCl buiffeu: 

(pH = 8,6, µ = 0.1), the frame is Loaded w:itth if:iilter paper strips, .inserted into the box, 

and the ,glass 1iids rep!.aiced. .A!fter the sf)r:iips haive become M:tu1rated by capmarity, 

the 1glaiss ·Hdis are se;parated ~ few cm., and trh:wugh the s lit 1be tween trhe liids 0,01 ml 

<Of the serium 1is aip1pdied to ·eaich stniip, preforiai~l'Y rut mts cooitea-, Cln ia narrow ha[Jjd 10 

to 12 mm. fo1I1Jg airnd pe:l"JPendl~au11air to •trhe 1~ong <a;xi~s of the stiri!P'· A Weihl fiitered d hrec.t 
cur.rent ,oif aib0<ut 150 .v. and 0,5 m .a1 . .per storijp ~s ma,mtarit11Jed for (lJ ipe·rioid 01f .aibout 

20---30 .hO<UJrs. The fra;me with the strli!Ps ;iis then ire.moved and 1put into• t1in. 0<v·en fo1r 
15 minutes ·at 105~110°C. The sitaini111Jg procedUTe ri1s essen!Ji,adly thait of Grassmann 

et ail.19), w~th ei s:ait'Ulrwted solution oif »AmMo-sd1w.airz lOB« (Bayeu--W,eTke., Lever'k:U1Sen) 

[n methanol o.ontai:ni,ng 100/o' .acetic acid as the '5taliinrung 'f•eagen.t, and the same soluti1on 

w.~tlho1ut he 1dye as 1tihe wiaisibim1g J,iiqUJi1d, Tihe strlilp·s ivr-e fanmers1ed fo1r 30 mli'l11U11:·es iln 
the ·dye iba;trh, and then. w.ais:hed free of the excesisi of the ·dye in 5 :do 6 succes:sdve 

baths ·oif wa;s.hing liquriid, trhe ex<cess aceti,c iadd etc. beiinig removed by 1 o•r 2 quick 

wt1s hes :iJn ether, alfter whfcb. ·tihe stnips ·diry quickily. I'f a s'Ulitaible d.ens:iiooimeter19. 28) 

.for rea;cfon1g the opti1caJ deinsity oif cons,ecutiive nairirow •sec'tiorus oif electrn:iipherogmms 
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directly on the paper i:s no t av,a1i1!,aibJ.e (as :i:t w.as not ·in o uir case), t he .s,tJ1ips a re out 
up a1I11lo secti101I1Js oontefrn i1111g ,single p;ro,te.i111J fract<iom;, one section free oif protein betinig 
tlaken fo1r oomrectfon f01r •the ·dye ad s0!r1bed OIIl the rprup•eir i1t'Seillf Qbfo.lllik), The lerugths oif 
the .seictiiions rure mea:siured (in imm.), and then the sectiiO'lll5 a re cluited eruch with 6 ml. 
of 5()<1/~ .met:thand1' satuira.t ed w~th ·sodi'UJm ca1r:bonate. After rut leest 2 to 3 h-0ms o·r 
longer, the ·OrptiLcal derusi.ties .of the res1U<!tiinig solutfons a.re re.a.cl in a s1uita1ble photo
m efor (e. g. Fisher ELectro1photioime•t·er, ,f,v1kr No. 525-B). The optic.ail densbt ies aire 
co.nrected for the ib.lan:k, taikiing ilnJto a1ccount the !.einghth o;f ea1ch sect.ion, and the 

perce ntruge compof,~tlio111 of the samp'1e ca:lcuki!ted. Alterrna:tiive:Jy, tlhe e.J,ectrorphewgram 
can ·he .c•ut up into 5 mm. sectionis, whi~ch a11'e du1ted wi•tJh a s m a1Ue·r vol<Ume o f the 
ment~one<l solu t ion. In t.he..t way the we![ lm•own ekdroipho recic d iaig;rams, as iin 
the class'1cal TilseLifUS method, a re obtaiined f.r.om whiich the peircent ruge composi1tfon of 
the .proteiiilJ 8'amp1e cam 1be determined in the uiSual mamne:r. Th'.is, a.H.em a,tive proced•ure 
is moire s111iitable for rubnorm.11! pr•o tein patte rns . 

2. Discussion. Some :aspects o f d iifforent t echniq111eis de<Veloiped j.n the fi.cld of fiJter 
pa:per elect!'Oipho:res1iis aire d i:scussed a;nd ·ouir own e'xperie1I1.ce. •p resented. 

3. Results. Tihe aoIJ!pl~c.abiHty oif Beer's i1aw w.a!S t ested , .11nd ,it wais· fou111d tha•t 
uinder the exp.:::r:'imentail condi1tionis descrilbed the opt.iJCaa d ems1ity oif solut :io111s of »Ami
dosohw,au.'z 10B« was di1rectly proportwon.al to tihe c·o111cen1tration o f tihe dye (Hg. 2). 
If two elect:ropiherogra1ms of the MIIDe p1rotein soluit1ion rure analyze·d accol'din;g to the 
ste..ndail'd 1leohn'.1qu12 and ;ulternia1tive p ro1c.e.dure descr.ilhed .aibo•ve, :r1es1pective.Jy, the 
.res.uJ;ts a1gree wHfon the expe11'imen!t.11l error. Strutist:'.lcaJ e..nalys1f. oif p~111,a:Jle1l determina
t i-0n s r4hows that the reiprndu1C''.1bHity o f the m ::!bho d i1s good (taible 1). 
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