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Nowoczesna taksonomia w duzej mierze opiera si¢ na danych ekspe-
rymentalnych. W zakres eksperymentalnej taksonomii wchodzi ustalenie
wystepowania i charakteru takich roéznic wewnatrz- i miedzygatunko-
wych, ktéorych nie da sie wyjasnié i okre§lic za pomocg metod jakimi
dysponuje morfologia i ekologia. Rozwdj eksperymentalnej taksonomii
jest $cisle uwarunkowany wprowadzeniem nowoczesnych technik analizo-
wania cech. Z reguly techniki te nie sg oprécowywane przez systematy-
kow, ale przez specjalistow z innych dziedzin — cytologoéw, genetykow,
biochemikow, chemikéw, matematykow.

Koncepcja stosowania analizy chemicznej w badaniach taksonomicz-
nych nie jest nowa, jednak dopiero ostatnie lata przyniosty zywiolowy
rozwdj chemotaksonomii. Jej rozwo6j wigze sie z postepami w dziedzinie
biochemii i chemii organicznej, a takze z opracowaniem prostych metod
analitycznych.

Poczatkowo zainteresowania systematykow koncentrowaly sie wokét
zwigzkOow niskoczgsteczkowych, takich jak tluszczowce (Halevy i Finkel-
stein, 1965), wolne aminokwasy (Albach i Shaffer, 1965; Friz 1969) lub
aminokwasy bialkowe (Friz, 1970). Jednakze stosowane metody bioche-
miczne oznaczania tych zwigzkéw nie dawaly pelnego obrazu, jedno-
znacznie okre$lajgcego badany gatunek, a tylko jego blizsze lub dalsze
pokrewienstwo z innymi.

Wsréd podstawowych metod stosowanych obecnie w poréwnawczych
badaniach bialek mozna wyrézni¢ metody okreslajace cechy strukturalne
biatka, metody charakteryzujace ich wlasciwosci fizykochemiczne, bio-
logiczne i immunologiczne oraz metody polegajace na analizowaniu pepty-
dow czeSciowo zhydrolizowanego bialka i ustaleniu sekwencji amino-
kwaséw. Nalezy réwniez wymieni¢ metody oznaczania ciezaru czastecz-
kOWego, analize elektroforetyczng, chromatograficzng, serologiczng oraz
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oznaczanie aktywnosci katalitycznej. Sposréd wymienionych metod, naj-
wiecej informacji o chemicznym pokrewienstwie bialek dostarcza analiza
sekwencji aminokwaséw w lancuchu polipeptydowym i analiza elektro-
foretyczna. Oznaczanie sekwencji aminokwaséw jest kosztowne i praco-
chionne, wymaga precyzyjnej aparatury i praktycznie nie jest wyko-
nalne w odniesieniu do wszystkich typéw biatek. Natomiast charaktery-
styka biatek przeprowadzona na podstawie ich ruchliwo$ci elektrofore-
tycznej jest metodg najszybszg i najprostsza.

Przedmiotem niniejszego artykulu jest uzasadnienie celowos$ci sto-
sowania analizy bialek w badaniach taksonomicznych oraz scharaktery-
zowanie 1 krytyczne omowienie analizy elektroforetycznej jako metody
eksperymentalnej taksonomii. Na szeregu przykladach zilustrowano do-
tychczasowe zastosowanie elektroforetycznej analizy bialek w odniesie-
niu do taksonomii Protozoa.

Szerokie wykorzystanie charakterystyki komplekséw biatkowych
w badaniach taksonomicznych zyskalo realne podstawy dopiero z chwilg
opracowania odpowiednich wariantéw analizy elektroforetycznej, a szcze-
golnie elektroforezy na zelu poliakrylamidowym. Przydatnosé elektro-
forezy biatek do celéw taksonomicznych byla w ostatnich latach refero-
wana w licznych artykulach, co $wiadezy o duzej aktualnosci tego tema-
. tu (np. Johnson, 1970; Corradetti i wsp., 1971; Friz i wsp., 1970; Ebert,
1973; 1974 a, b). .

Zastosowanie zelu poliakrylamidowego jako no$nika przy elektro-
foretycznej analizie bialek wprowadzili jako pierwsi Davis i Ornstein
(1959) oraz Raymond i Wintraub (1959). Zel poliakrylamidowy wykazuje
liczne zalety: jest termostabilny; odporny mechanicznie i stosunkowo od-
porny chemicznie; nie zawiera lub zawiera niewiele bocznych grup jo-
nowych, ktére sg odpowiedzialne za endoosmotyczny przeptyw, oraz po-
zwala uzyskiwa¢ rézny zakres wielkosci porow, co daje efekt sita mole-
kularnego. Dodatnig cechg jest réwniez jego przezroczystos¢ umozliwia-
jaca densytometryczng rejestracje rozdzielonych frakcji biatkowych. Przy
zastosowaniu zelu poliakrylamidowego jako noénika opracowano liczne
warlanty analizy elektroforetycznej bialek (Gordon, 1969; Ostrowski,
1970). W badaniach taksonomicznych szerokie zastosowanie znalazia
elektroforeza dyskowa opracowana przez Ornsteina i Davisa (1962). Szcze-
gétowe dane dotyczgce metodyki elektroforezy dyskowej mozna znaleZé
w artykule Davisa (1964).

Technika elektroforezy dyskowej pozwala analizowaé proby biatka
rzedu 50-200 pg. Elektroforeza dyskowa charakteryzuje sie duzg silg
rozdzielczg. Szerokie jej zastosowanie ttumaczy sie faktem, ze jest prosta,
nie wymaga skomplikowanej aparatury, a ponadto pozwala stosunkowo
szybko wykona¢ duza serie analiz poré6wnawczych.
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Metody analityczne stosowane w badaniach poréwnawczych powinny
zapewni¢ duzg reproduktywnosé wynikéw. Jak stwierdzono w licznych
laboratoriach, elektroforetyczne obrazy bialkowe uzyskane technikg ele-
ktroforezy dyskowej sg wysoce odtwarzalne w warunkach okreslonego
toku postepowania analitycznego. Szczegélnie wazne jest kontrolowanie
takich czynnikéw, jak pH buforu ekstrahujgcego biatka i temperatura
w jakiej przeprowadza si¢ poszczegélne etapy analizy. Poréwnywalnosé
elektroforetycznych obrazéw biatkowych, podobnie jak ich reproduktyw-
nos¢ jest oczywiscie uwarunkowana ujednoliceniem stosowanych metod.
W badaniach taksonomicznych analizuje sie zaréwno biatko Zapasowe,
jak i enzymatyczne. Mozna nawet wyrazié przypuszczenie, ze biatka za-
pasowe stanowig cenny material do badan, gdyz w tej grupie bialek
organizm toleruje ,,akumulacje” zmian mutacyjnych. Wydaje sie, ze réw-
niez analiza izoenzymoéw w przyszlo§ci bedzie miala duze znaczenie
W rozwigzywaniu probleméw taksonomii (Bagster i Parr, 1973; Kilgour
i Godfrey, 1973). Istnienie w obrebie gatunku izozymowych form enzy-
mu tlumaczy sie wystepowaniem w procesie ewolucyjnym mutacji pro-
wadzacych do zmian w strukturze bialka enzymatycznego. Z ewolucyj-
nego punktu widzenia wystepowanie izozyméw jest korzystng cechg
organizmu, gdyz chroni go przed utratg funkcji w wyniku mutacji lub
wplywu $rodowiska.

Elektroforetycznym, poréwnawczym badaniom biatek towarzyszy
rownolegle analizowanie réznych frakeji bialkowych oraz stosowanie réz-
nych wariantéw analizy, a szczegélnie réznych ukladéow buforujgcych.
Nalezy zwrocié uwage na prace Reisfelda i wsp. (1962) oraz Williamsa
1 Reisfelda (1964), ktérzy do metody Davisa Wprowadzili kwasny system
buforujgcy umozliwiajacy lepszy rozdzial biatek zasadowych, oraz na
prace Hyden i Lange (1969) i Hyden i wsp. (1968), ktérzy opracowali
metody mikroelektroforetycznej analizy, pozwalajacej analizowac¢ proby
biatka rzedu 1-0,01 ug. Poszerzona analiza elektroforetyczna dostarcza
uzupetniajgcych informacji o badanych jednostkach systematycznych
1 umozliwia bardziej wnikliwe ich réznicowanie. Bardzo pomocne przy
ustaleniu homologii prgzkéw biatkowych jest rownoczesne analizowanie
poréwnywanych ekstraktéw i ich mieszanin.

Na podstawie elektroforetycznych obrazéw biatkowych oblicza¢ mozna
procentowe podobienstwo miedzy poréwnywanymi taksonami. Obliczenia
wediug Whitneya i wsp. (1968) przeprowadza si¢ w nastepujgcy sposob:

liczba par prazkéw podobnych

. - - x 100.
liczba réznych prazkéw -+ liczba par prazkéw podobnych

Pozycja biatka na elektroforogramach zelu poliakrylamidowego za-
lezy od ladunku i ksztaltu czasteczek biatkowych. Wynika stad, ze rézne



358 E. HADAS -

biatka mogg wedrowa¢ z tg samg szybkoscig. Jest jednak wysoce prawdo-
podobne, ze w przypadku blisko spokrewnionych jednostek systematycz-
nych, prazki biatkowe o tych samych wartosciach Rp i tej samej mor-
fologii reprezentujg homologiczne bialtka. Prawdopodobiehstwo ustalenia
homologii frakecji bialkowych zwiekszone jest znacznie, gdy technike
elektroforezy na zelu poliakrylamidowym polgczy sie z technikg selek-
tywnego wykrywania bialek o podobnych wlasciwosciach enzymatycz-
nych (Corbett, 1970; Ebert, 1973; 1974 a, b).

W badaniach taksonomicznych analiza elektroforetyczna bialek oka-
zala sie przydatna do charakteryzowania jednostek systematycznych na
roznych poziomach taksonomicznych. Katés i Goldstein (1964), Friz
i wsp. (1970), Kasprzak i wsp. (1973) oraz Visvesvara i Balamuth
(1975) — poréwnujgc biatka rozpuszczalne szeregu gatunkéw pelza-
kow — stwierdzili, ze elektroforetyczne obrazy bialkowe tego samego
rodzaju sg bardziej podobne niz gatunkéw reprezentujacych odrebne
rodzaje. Visvesvara i Balamuth (1975), prowadzac badania nad Acanth-
amoeba castellanii i Acanthamoeba sp. szczep Lilly (A. culbertsoni), wy-
kazali charakterystyczne réznice w obrazie elektroforetycznym rozZpusz-
czalnych bialek tych dwoch gatunkéw. Hada$ i wsp. (1974) wykazali, ze
rozne szczepy tego samego gatunku majg identyczne elektroforetyczne
obrazy biatkowe. Ebert (1973, 1974 a, b) wykazal, ze istnieje pewna
korelacja migdzy zymogramami enzymatycznymi a obrazami bialkowymi.

Istnieje pewna grupa pierwotniakéw, ktéra nie posiada wzglednie
posiada niewiele wspélnych frakcji bialkowych we wzorcach elektro-
foretycznych. Corbett (1970) badajac za pomes elektroforezy dyskowej
szczepy Tetrahymena pyriformis i Tetrahymena vorax wykazal, ze tylko
dwa szczepy spo$réod dwunastu badanych wykazujg zgodne wzorce ele-
ktroforetyczne bialek i zYmograméw\pnzymatycznych, natomiast pozo-
stale wykazujg zupelnie odmienne wzorce. Nalezy przypuszczaé, ze
zréznicowanie bialek u tego rodzaju uwarunkowane jest zmiennoscig
orzeskow (Corbett i Sweeney, 1966). |

Roéznice w obrazie elektroforetycznym biatek stwierdzono pomiedzy
szczepami Plasmodium berghei — szczepem Istisan i szczepem Vincke
1967 (Corradetti i wsp., 1971); wartosci prazkéw biatkowych byly rézne
co do pozycji i intensywno$ci. Roznice w skladzie bialek tych dwoéch
szczepow mogly wynikaé ze zmian mutacyjnych, bowiem szczepy te
izolowano w odstepie kilku lat i hodowano na roznych gatunkach zwie-
rzat doswiadczalnych, jednakze nie stwierdzono wplywu zywiciela na
bialka pasozytow. Pomimo wystepowania niezgodno$ci we wzorcach
elektroforetycznych bialek pewnych grup systematycznych, badania bio-
chemiczne zdobyly duze znaczenie w taksonomii pierwotniakéw. Niektére
grupy pasozytniczych pierwotniakéow sg wyjatkowo malo zréznicowane,



ANALIZA BIALEK A TAKSONOMIA PROTOZOA 359

a niektére grupy cechuje duza polimorficzno$é. Elektroforetyczne bada-
nia biatek okazaly sie przydatne do okre$lania przynalezno$ci gatunko-
wej tych grup. Le Ray i wsp. (1971) badajgc grupe trypanosom wykazatl
odrebnos¢ gatunkowag Trypanosoma brucei brucei i Trypanosoma brucei
gambiense. Bice i Zeledon (1972) wykazali pokrewienstwo pomiedzy
szczepami Trypanosoma vespertilionis i Trypanosoma cruzi. Reeves i wsp.
(1967) oraz Montalvo i Reeves (1968), uwzgledniajgc elektroforetyczne
wlasciwosci izomerazy glukozofosforanowej, stwierdzili wyrazne roéznice
pomiedzy szczepami typowymi i atypowymi Entamoeba histolytica.

Badania taksonomiczne stosujace elektroforeze dyskows biatek pro-
wadzone sg zaledwie od kilku lat. W réznych czasopismach ukazujg sie
stale prace dotyczace zastosowania tej metody. Majg one rézng wartosé
i sg czesto fragmentaryczne. Jednakze wyniki dotychczasowych badan
wskazujg, ze elektroforeza dyskowa jest dobrg metoda badan taksono-
micznych. Szczegdlnie przydatna jest w badaniach gatunkéw Dblisko
spokrewnionych, majgcych podobne lub identyczne wlasciwosci biolo-
giczne i morfologiczne, poniewaz dostarcza dane trudne do uzyskania
innymi metodami.

»Jezeli prawda jest, Ze znaczniejsze osiggniecia naukowe maja
miejsce w przypadkach uwarunkowanych stanem dyscyplin pomocni-
czych, wtedy z calg pewnoscig, i to w krétkim czasie, mozemy oczekiwaé

znacznego postepu, poniewaz pole dzialania jest przygotowane” (Burns,
1974).
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ELECTROPHORETIC ANALYSIS OF PROTEINS AS APPLIED
TO THE TAXONOMY OF PROTOZOA

by

E. HADAS

This work has been done to justify the purposefulness of using the electro-

Phoretic analysis of proteins as a good method of experimental taxonomy. Several
eXamples are given on which there is critically discussed the hitherto application
of the protein analysis method and, particularly, the disc electrophoresis, to the
taxonomy of protozoa.



