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zawartos¢ tkanki ljcznej, ktéra wywiera 1 Toamo.Bs sy WSR Szezecin %, 3, 1966,
istotny wplyw na jakos¢ miesa (11, 13). Wy- 13 wyrzykowska K., Wyrzykowski' Z.: Weterynaria, Olsztyn
razny wzrost tej tkanki u indyczek w chowie 201, 38 AT

na siatce w poréwnaniu z chowem na $cidlce
wymaga dalszych szczegélowych analiz.

Wnioski

Rodzaj podloza wplywa na obraz morfolo-
giczny m. pectoralis superficialis i m. gastro-
cnemius, powodujac przede wszystkim zmia-
ny w Srednicy wlokien i zawartodei tkanki
tacznej.

2. Odchéw na siatce nie powoduje patolo-
gicznych zmian wymienionych miesni.
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ITumbsinecran B., Tocas M., ®apyra A., fIugoscruit
. — Mopdonormyecras KapTHHA W30DaHHBIX MBI
MOJIOMBIX YGOWHBIX MHOEER, BHIPAMMBACMBIX Ha TOox-
CTHJIEE W Ha PemeTyaToM WOy

Ienr meerenoBauust coeTosna s OTIPENeNIEHUN B -
HUA, OKA3ETBAEMOr0 DEUIETHATHIM BLIPAIIVRAHMEM Ha
MODMDOTOTHIECKYI0O RapPTUHY U DOCT BOJNIOKOH MBI
musculus pectoralis superficialis u musculus gastro-
cnemius. Usmenenns g MEIIIINAX WHIEERK, BRIPDAUIMBIE-
MBTX HaA pelrerax, He ITOKa3bLIBAIOT HaTONOTUTECKOTO
Xapakrepa. ITpu obmmx NPEeMMVINECTBAX BBLIPAIIMBA-
HUA B GocmomeTvmouHOd CUCTEMe W3MeHeHus, obwapy-
KEHHbIe B uccnenogammx. HEe ARIAIOTCH O 9TOM cu-
CTEMBI BBIDAIUMBAHUA NDPOTHMBOYRAZAHMSMIL,

Przvhviska B.. Hosaia M. Faruga A., Jankowski J.
Morphologieal picture of some muscles of young
slaughter turkeys reared on litters and the net floor

The purpose of the work was to determine the
influence of net breeding on the morphological pic-
ture and the course of growth of musculus pectora-
lis  superficiatis, and musculus gastrocnemius. The
changes found in the musecles of turkeys bred on the
net floor were not of pathological character. Taking
into account the beneficial properties of net bre-
eding compared with the changes found by the
authors there are no contradictions towards the abo-
ve breeding system.

—_——
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JANUSZ WIERCINSKI

Ogniskowanie chromatograficzne biatek i polipeptydéw

Centralne Laboratorium Aparaturowe AR, ul. Akademicka 13, 20-934 Lublin

Ogniskowanie chromatograficzne jest techni-
kg Iaczacq cechy chromatografii i ogniskowania
izoelektryeznego. Zostalo ono po raz pierwszy
wprowadzone, jako rozdzieleza metoda dla bia-
tek i polipeptydéw przez Slucytermana i wsp.
w 1978 r. (7T—10).

W ogniskowaniy izoelektryeznym separacja
czasteczek bialkowych odbywa sie na zasadzie
réznic w wartosciach ich punktéw izoelektry-
eznych (plI), w wytworzonym — dzieki poly
elektryeznemu i obecno$ei amfolitéw poliami-
no-polikarboksylowych — gradiencie pH (11).

uwagi na efekt ogniskowania sie skladni-
kéw w waskich i ostro oddzielonych od siebie
strefach, technika ta cechuje sie wysokimi
mozliwoSciami rozdzielezymi. Ogniskowanie
izoelektryczne posiada Jednak szereg wad
(niska wydajnose procesu, jesli chodzi o ilogé
rozdzielanego materiahy: 5—295 mg/strefe oraz
potrzeba posiadania specjalnej aparatury),
ktore Uniemozliwiajg badz utrudniajg zasto-
sowanie tego procesu do preparatywnej izola-
cji bialek (4).
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Technika chromatograficzna, jaka postugu-
je sie ogniskowanie chromatograficzne, wyko-
rzystuje sumaryczne ladunki czasteczek bial-
kowych, majgecych dzieki nim rézne powino-
wactwa do jonowymieniacza upakowanego w
zlozu kolumny. Przedstawia wiec soba typo-
wy proces chromatografii jonowymiennej.
Podstawows zaletg tego rodzaju chromatogra-
fii jest zdolno$¢ separacji stosunkowo duzych
ilosci bialka, rzedu kilkuset miligraméw (12),
co szezegélnie czyni ja przydatng do procesu
preparatywnego,

Ogniskowanie chromatograficzne lgezy
wszystkie zalety i eliminuje wiekszoé¢ wad
obu oméwionych wyzej technik. Dlatego okre-
Slone nim postepowanie aspiruje do prostego
1 wygodnego procesu preparatywnego biatek, o
najwyzszym stopniu rozdzielezo§ei. Praktycz-
nie uzyskiwana szerokost zogniskowanych
frakeji proteinowych lezy w bardzo waskich
granicach — od 0,04 do 0,05 j. pH, a podda-
wane rozdzialowi prébki mogg zawieraé wie-
lokrotnos¢ 100 mg bialka na jednostke pH w
gradiencie (1).
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Zasada fechniki

Ogniskowanie chromatograficzne, czyli ogniskowa-
nie bez udziatlu przylozonego pola elektrycznego, zro-
dzilo sie w nastepstwie mozliwosci uzyskiwania gra-
dientu pH wewnatrz kolumny chromatograficznej wy-
pelnionej specjalnym anionowym jonowymieniaczem,
tzw. jonowymieniaczem nolibuforowym. Do wytwo-
rzenia gradientu pH wykorzystuie sie wewnetrzng
poiemno§é buforowsg samego jonitu (faza stacjonar-
na) i wiadeiwosel, uzvtveh jako faza ruchoma, wielo-
skladnikowyeh buforéw amfolitowyech. -

Zel jonowymieniacza polibuforowego jest réwno-
watrny w k~limnie chromatoeraficrnei pnezatkowo
buforem wyidciowvm do pewnego pH. okre§lonego
ghrna granica ukladu. Nasteonie przez kolumne prze-
puszeza sie bufor wielosktadnikowy, iako bufor roz-
wiiniacy. zmieniaiacy storniowo w glab jej wynet-
nienia pH. az do osiagniecia na jej szczycie wartnéei
minimalnej dla danego ukladu. Grupy czynne jono-
wymieniacza poddaw=ne sa wtedy postepuigcemu zo-
bojetnieniu, do uzyskania pH przeptywaiacego bufa-
m. W ten sposéb wvtwarza sie wzrastajacy gradient
AH nd gbrv dn dotu kolumnv. ksztalt kiéregn jest
funkeia poiermodei buferowei ionowymieniacza i roz-
niey pH miedzy wieloskisdnikowvm buforem rozwi-
jajacym, a usalonym wecreéniei na wstepie rozdzialu
w jonicie (rve. 1), Dn tak przygotowanei kolumny
wmrowadza sie mieszanine biatek, ktorej sktadniki za-
mierza sie izolowaé. rozpuszezonveh w zastosowanym
huforze wieloskladniknwym. Jezeli uklad jest popraw-
nie dobrany do rodraiu frakcionowanveh bialek (tzn.
gdy punkty izoelekiryczne fvch zwiazkbéw lezg w
prredziale wytworzonego gradientu), sytuacia na po-
ezatku rozdzintu w gradiencie wzrastaiacego pH jest
nastepuigea. Rozpuszezone czasteczki hisltek w bufo-

Qa) Qb) L;ic) Qd)
pPH ¢ 0 0 0
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Objetos¢ eluatu w m!

Ryc. 1. Powstawanie gradientu pH. Kolumna wypel-
niona jonowymieniaczem PBE 94 réwnowazona jest
najpierw  buforem  wyjciowym (etanoloamina/
CH,COOH), do wartosci pH nieco powyzej 9 (gorna
granica ukladu). Nastepnie zloze kolumny przemywa
sie buforem wieloskladnikowym Polybuffer 8, za-
wierajacym duza liczbe roéznorodnie natadowanych
amfolitow. Gdy migruja one do dolu kolumny, naj-
bardziej kwaéne z nich wigZa sie do zasadowego
jonowymieniacza anionowego. W rozitworze opuszcza-
jacym kolumne podczas pierwszego stadium elucii,
pH odpowiada pH buforu wyisciowego (a). W dal-
szym czasie trwania elucii (b i ¢), pH w kaidym
punkcie kolumny jest stopniowo obnizane, w miare,
gdy coraz wiecej buforu wieloskladnikowego wchodzi
do zloza jonowymieniacza. W koncowym etapie elucji
(d), prawie cala kolumna zostaje zrébwnowazona elu-
entem, a pH roztworu opuszczajgcego kolumne jest
bliskie pH uzytego buforu wieloskladnikowego. W
ezasie postepujacego zobojetniania jonowymieniacza
wytwarza sie gradient pH od nizszej do wyZsze] war-
tosei ukladu, patrzac od gbry kolumny, zaznaczony na
wykresie linia ciaglg
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rze wieloskladnikowym, ktoérego pH jest nizsze od
punktéw izoelektrycznych skladnikéw rozdzielanej
mieszaniny, przyimuja sumaryczny tadunek dodatni.
Wprowadzone w tej postaci na kolumne moga po-
czatkowo swobodnie i szybko migrowaé w dodatnio
naladowanym Zelu anionowego jonowymieniacza poli-
buforowego razem z wprowadzonym buforem. Kiedy
jednak czasteczki rozdzielanych zwiazkdw zostang
przeniesione dostatecznie daleko w dét kolumny tam,
gdzie pH jest nieco wyzsze od pl jednego z nich,
bialko to zmienia ladunek i wigze sie do jonowymie-
niaeza. Crzasteczki tego biatka pozostaig zwigzane do-
tad., dopbki stale przesuwajacy sie gradient pH, pod
wpltywem cigglego przepuszezania wieloskladnikowego
buforu, nie spownduie spadku pH do wartodei nieco
ponizej pl tego bistka. Jego czasteczki zostaia whedy
przeniesione w prreptywajacym buforze az do miej-
sea, w ktérym pH > pl i zostana ponownie zwigzane.
Taka sytuacia powonduie, ze sktadniki mieszanin hial-
kowych po pierwszym zwigzaniu do jonowvmienia-
cza zwalniaia szybkodé przesuwania sie w kolumnie
i mrzemieszezaia sie odtad w tempie ymianv gradientn
pH. Tednocresnvim efektem tego ziawiska jest ich
oenisknwanie i zageszezanie w ostrych, waskich stre-
fach. Poniewaz bufor rozwijaiacy jest w dalszym
piagu prrepuszezany przez kolumne, nastepuie dal-
sze zobnietnienie grup jonowymieniacza i przesuwa-
nie gradientu pH do dotu kolumny. Proces wigzania
sie czasteczek biatka do jonowymieniacza i ich de-

o0O0® OOH
©O06® moH
©Oe OO0#
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Ryc. 2. Zachowanie sie czasteczek bialek w procesie
ogniskowania chromatograficznego. Dodatnio natado-
wane czasteczki biatek w pH ponizej ich pl poruszaja
sie szybko, przez gradient pH, az do punktu, gdzie
pH jest nieco wyzsze niz pl. Biatko zmienia wtedy
swoj sumaryczny ladunek i zostaje zwigzane do jono-
wymieniacza. Powoduje to, e identyczne czagsteczki
ogniskuja sie w waskiej i ostrej strefie. Ta sytuacja
nie jest trwala. Przechodzacy przez jonowymieniacz
bufor wieloskladnikowy przesuwa gradient pH. Cza-
steczki odzyskujg swoj dodatni ladunek i sa przemie-
szane do punktu, w ktérym znowu pH > pl. Proces
wiazania i desorpcji trwa do chwili opuszczenia ko-
lumny przez, zogniskowane w swych pl, poszczegbine
skladniki mieszaniny. Objasnienia: 1 — ziarna jono-
wymieniaeza; 2 — czasteczki biatka ,a”; 3 —
czasteczki biatka ,b". Strzalki po prawej stronie ry-
ciny symbolizuja zmiany szybkosci przemieszczania
sie czasteczek biatka w ziozu kolumny
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sorpeji powtarza sie do chwili, az bialko opusci ko-
lumne w swym pl. Bialka mieszaniny z réinymi pl
s4 wigzane do jonowymieniacza w réznych odleglos-
ciach na kolumnie, co staje sie przyczyna ich separa-
cji, i sa kolejno odbierane u jej wylotu przy pomocy
kolektora frakeji. Proces ten zobrazowano schema-
tycznie na rye. 2.

Jezelli podczas tego rozdzialu, w odpowiednim cza-
sie, wprowadzana jest nastepna probka tej samej
mieszaniny bialek, moze ona migrowaé do dolu ko-
lumny z tg samg szybkosécia, z jaka porusza sie bufor
rozwijajacy, az spotka sie z wolniej przesuwajaca
pierwszg prébka zogniskowana w swym pl. Dzieje sie
tak dlatego, ze szybko$§é przesuwania sie gradientu
pH jest okolo 10 X mniejsza, niz szybkoéé liniowego
przeptywu buforu wieloskladnikowego w kolumnie (1).
Identyczne skladniki obu prob przesuwaja sie wtedy
do dolu kolumny juz razem w takt zmian gradientu
DH i sa wspoéleluowane,

Po zakonczonym procesie preparatywnego ognisko-
wania chromatograficznego, zebrane w kolektorze
frakeje poszezegolnych bialek poddaje sie izolacii od
amfolitowych buforéow wieloskladnikowych droga wy-
salania, dializy, ultrafiltracji lub chromatografii sito-
wej. W szeregu przypadkach rozdzialu analitycznego,
oddzielanie to nie jest jednak konieczne z uwagi na
to, ze amfolity nie przeszkadzaja w ilosciowej ocenie
bialek w UV oraz reakcjach bialek z barwnikami
i nie interferujg tez podezas ich charakteryzacji im-
muneologicznej,

Techniczne aspekty ogniskowania chromatograficznego
Do wytwarzania gradientu PH i uzyskiwania efektu

ogniskowania chromatograficznego hialek uzywa sie
wieloskladnikowyeh buforéw rozwijajgeych oraz spe-

cjalnie przygotowanych do tego procesu jonowymie-
niaczy polibuforowych.
Wieloskladnikowe bufory zawierajg syntetyczne

amfolity tego samego typu, jakich uiywa sie w ogni-
skkowaniu izoeleltrycznym (3, 5). W zaleinosci od po-
chodzenia nosza one rézne nazwy: Polybuffer 74, Po-
lybutfer 96, Pharmalyte 8—105 (PHARMACIA); Buf-
falyte 3—10, Buffalyte 4—3 (PIERCE); Servalyt T
4—8, Servalyt T 2—4, Servalyt T 9—11 (SERVA).
Liczby stojace obok nazw buforéw okreflajg zakres
gradientu pH, do jakiego sa stosowane (np. Polybuf-
fer 74 pozwala z odpowiednim jonowymieniaczem na
wylworzenie gradientu pH w zakresie od 7 do 4).
Bufory te zapewniaja wytworzenie praktycznie linio-
wego gradientu pH w szerokim zakresie od 3 do 11,
a takze w przedzialach zawegzonych do 05, 1 lub
2 j. pH.

Jonowymieniacze polibuforowe (polybuffer exchan-
gers — PBE), stosowane w ogniskowaniu chromato-
graficznym, sa oparte na nosnikach z gesto usiecio-

Tab. 1. Przykladowe zestawy ukladéw — bufory —jonowymieniacz —

wanej agarozy (Sepharose CL-6B — PHARMACIA).
Z nosnikami {ymi sprzegnicte sg rbézne aminy o od-
miennych pK; i gwarantujg jednakows pojemnosé
buforowg w kaidym punkcie zakresu pH, dla ktérego
jonity te s3 otrzymywane. Polibuforowe jonowymie-
niacze, obok symbolu okredlajacego ich nazwe, ozna-
czone sg liczbami przedstawiajgeymi zakres gradientu
pH. Na przykiad PBE 94 i PRE 118 — PHARMACIA
s4 polibuforowymi jonowymieniaczami stosowanymi
odpowiednio do gradientu w przedzialach pH 9—4
i 11—8. Przyklady zestawdw buforéw wyisciowych,
wieloskladnikowyeh buforéw rozwiajajacych i poli-
buforowych jonowymieniaczy (PHARMACIA), stoso-
wanych do wytwarzenia roznych gradientéw pH w
ogniskowaniu chromatograficznym bialek, zawiera
tab. 1 (6).

Wyposazenie wymagane w ogniskowaniu chromato-
graficznym jest proste i nie bardziej skomplikowane,
niz w innych kolumnowych technikach chromatogra-
ficznych. Podstawowa czedeig tego wyposazenia jest
szklana kelumna chromatograticzna, Najlepsze wyniki
osigga sie przy uzyeiu waskich kolumn o Srednicy
9—16 mm i dlugosei 30—70 cm (6). Ilogé zelu jono-
wymieniacza pofrzebna do napelnienia tyeh kolumn
zalezy od wielkosci préby, ie] natury i rodzaju za-
nieczyszczen, a takze od Wymaganego stopnia oczysz-
czenia sktadnika, W wiekszoéei przypadkéw wystarcza
objelosé ztoza w ilosei 20—30 ml, dla prob zawierajg-
cych od 1 do 200 mg bialka na jednostke pH w gra-
diencie. Dokladna ilo$é zelu, potrzebna w danym roz-
dziale, zalezy jednakie nd szczegblnych wymagan kaz-
dego procesu i moze byé okreélona tylko doswiadezal-
nie,

Po kaidym rozd:iale ogniskowania chromatograficz-
nego jonowymieniacz nalezy poddaé regeneracji. Pro-
ces ten dla jonowymieniaczy polibuforowych jest sto-
sunkowo prosty, gdyz moze byé przeprowadzony w
kolumnie, bez potrzeby jej oprozniania. Zel jonowy-
mieniacza przemywa sie 2—3 objeto$ciami kolumno-
wymi 1 M NaCl, w celu usuniecia resztek sprzegnie-
fych substaneji. Silniej zwigzane biatka mogg hyé u-
sunigte dopiero przez przemycie 0,1 N HCL Jesli do
regeneracji kolumn uzywa sic tego kwasu, zel jono-
wymieniacza musi byé natychmiast po tym doprowa-
dzony do wyzszego PH. W obu przypadkach, po prze-
myciu czynnikiem regenerujgcym, kolumna jest go-
towa do réwnowazenia buforem wyjsciowym do Zgda-
nego pH. Stosowane zele janowymieniaczy zezwalaja
na stosunkowo wysokie przeplywy buforéw w kolum-
nie. Optymalne wyniki uzyskuje sie jednak DPrzy war-
tosciach liniowego przeplywu w granicach 30—40 cm/h.
Podobnie jak w ogniskowaniu izoelektrycznym, opi-
sana technika wymaga dokladnego odsolenia prab
mieszanin biatkowych przed poddaniem ich procesowi
rozdzialu, Srodowisko wolne od soli moZe sprzyjaé
wytracaniu sig niektérych bialek zogniskowanych w

stosowanych w ogniskowaniu

chromatograficznym (6)

Przedzial Jonowy- a4 ‘elo. . £ e .

pH mieniacz Bufor wyjsciowy Wieloskladnikowy bufor rozwijajacy
10,5—8 PBE 118 | pH 11 0,025M tréjetyloamina — HC1 pH 8 Pharmalyte 8—10,5 — HCl
10,5—17 PBE 118 | pH 11 0,025M tréjetyloamina — HCl pH 7 Pharmalyte 8—10,5 — HCI

9—6 PBE 94 pH 9,4 0,025M trojetyloamina — CH,COOH | pH 6 Polybuffer 96 — CH;COOH

9—8 PBE 94 pPH 9,4 0,025M trojetyloamina — HC] PH 8 Pharmalyte 8—10,5 — HCIl

. Polybuffer 96 (30%) +

85 PBE 94 pH 8,3 0,025M tris — CH;COOH pH 5 Polybuffer 74 (70%) — CH;COOH

8—7 PBE 94 pH 8,3 0,025M tris — HC PH 7 Polybuffer 96 — HCl

7—4 PBE 94 pH 7,4 0,025M imidazol — HCl pH 4 Polybuffer 74 — HCI

7—6 PBE 94 pH 7,4 0,025M imidazol — CH;COOH pH 6 Polybuffer 96 — CH;COOH

6—5 PBE 94 pPH 6,2 0,025M histydyna — HCl pH 5 Polybuffer 74 — HCl

5—4 PBE 94 PH 5,5 0,025M piperazyna — HCI PH 4 Polybuffer 74 — HCl
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pl. Zapobiega sig temu zwykle przez zwiekszenie stg-
zenia bhulorow wielosktadnikowych.

W zaleinos$ci od stopnia czystosci proby i natury za-
nieczyszczen, jej wielkosé moze osiggac dla przeciet-
nych kolumn — 100 mg lub wiecej bialka na jedno-
stke pH w gradiencie, Jezeli pl izolowanych skiadni-
kow probki sg znane, zakres pH rozdzialu dobiera sie
tals, zeby skladnik, ktory nas interesuje eluowany
byt w 1/3 do 1/2 czesci gradientu pH, dla uzyskania
optymalnych warunkow rozdzialu. Jezeli pl bialka
nie jest znany, powinien byé oznaczony metodg IEF
lub przez prosty test przy uzyciu jonowymieniacza
(12). Poniewaz najwigcej bialek (85%) posiada pl w
zakresie pH 4—7 (2), plerwszy probny rozdzial mozna
przeprowadzi¢ przy pomocy jonowymieniacza poli-
buforowego 94 i wieloskiadnikowego buforu 94. Ozna-
cza to, ze zakres pH pokrywa obszar 9—4 i jest duze
prawdopodobiefistwo wyizolowania skladnika. Alter-
natywnie, kiedy pracuje sig z nieznana proba, mozna
zaczynaé¢ proces z buforem wieloskiladnikowym o gra-
diencie 7—4. Jezeli proba nie posiada pl w tym za-
kresie, przechodzi szybko priez kolumne do eluatu
i moze byt latwo odzyskana.

W przypadku, gdy zakres pIl do$wiadczenia jest
znany, wiedy jonowymieniacz, bufor wyjsciowy i roz-
twory buforéw wieloskladnikowych moga byt wy-
pierane wg informacji podanej w tab. 1. Dokiadniej-
&ze dane odnosnie do stopnia rozcienczenia buforow,
ich objetoéci potrzebnych do rownowazenia kolumn
i uzyskiwania gradientu, podaja tabele Pharmacia
Fine Chemicals (1).

Zastosowanie ogniskowania chromatograficznego

Ogniskowanie chromatograficzne, pedobnie jak IEF,
stosowane jest do rozdzialu dowolnych, rozpuszczal-
nych w wodzie zwiazkow, posiadajacych punkt izo-
elelstryczny w zakresie pH 3—ilL Technika ta od-
grywa jednak najwieksza rolg we frakcjonowaniu
biatek i polipeptydow. Inne rodzaje biologicznie istot-
nych zwigzkow moga byé takze rozdzielane odpo-
wiednio do ich pl, lgcznie z RNA (1). Dzieki swej
stosunkowo duzei wydajnoéci rozdzielczej, ogniskowa-
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Ryc. 3. Frakcjonowanie hialek
ogniskowanie izoelektrycznego, Warunki procesu: ko-
lumna — SR 10/50, wysokosé zloza jonitu polibufo-
rowego 94 — 30 cm, préba — 0,5 ml bialka jaja,
rozpuszezona w 5 ml buforu wieloskladnikowego 74,
pufor wyjsciowy — 0,025 M imidazol — HCl1 pH 75
(1). Objasnienia: linia ciagla rejestruje zmiany absor-
bancji eluatu opuszczajgcego kolumne, w 280 nm; li-
nig przerywang zaznaczono zmiany pH tego eluatu

jaja kurzego technikg

nie chromatograficzne przewyzsza technike 1EF w za-
stosowaniach preparatywnych. Z tych rowniez wzglg-
dow, opisywana technika moze byé¢ wykorzystywana
jako pierwszy etap izolacji sktadnikow ze zlozone]j
mieszaniny biatek plynow fiziologicznych i wyciagoéw
tkankowych, Przykiadem takiej izolacji sa rozdzialy
biatek jaja kurzego, wyciagow migsni, egzoenzymow
bakteryjnych (1), ktére wskazujg na duze mozliwosci
techniki (ryc. 3). Najlepsze jednak rezultaty uzyskuje
sie wtedy, gdy ogniskowanie chromatograficzne sto-
sowane jest w kombinacji z innymi fizykochemicz-
nymi technikami rozdzielezymi, takimi jak chromato-
grafia sitowa lub chromatografia powinowctwa, W
ktorych rozdziat zwigzkow nastepuje wedlug innych
kryteriow, Najbardziej dogodnym momentem zastoso-
wania tej techniki jest poérednie lub ostatnie sta-
dium izolacji (oczyszczania) bialka. Szczegdlnie wai-
nym aspektem przemawiajacym na korzys¢ upo-
wszechnienia ogniskowania chromatograficznego jest
to, ze pozwala ono otrzymywaé czyste bialko w takiej
ilogci, by wystarczala do dalszych badan jego funkeji
i struktury. Podobnej mozliwoéei nie stwarzaty do-
tychezas stosowane metody rozdzielcze.
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Acholeplasma laidlawii mozna izolowaé z krwi o-
raz z narzadéw wewnetrznych myszek zakazonych
tym zarazkiem oraz z organizmu myszek zakazonych
A. laidlawii i wirusem Rauschera, wylgcznie w okre-
sie 48 godzin po zakazeniu. W nastepstwie zakaze-
nia A. laidlawii i wirusem Rauschera silnie wzrasta
stezenie wirusa W plazmie krwi oraz wystepuje po-
wiekszenie Sledziony. Silna depresja odpowiedzi im-
munologicznej oraz infiltracja $ledziony niedojrzalyv-
mi komorkami moze wskazywaé¢ na istnienie stanu
przedbialaczkowego. Tmmunosupresji towarzyszy
zwiekszenie transportu weglowodandw do limfocy-
tow, zwiazane najprawdopodobniej ze wezrostem lep-
koéei blon limfocytéw wrzglednie z dzialaniem mito-
gennym zarowno M. laidlawii jak i wirusa.
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