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Streszczenie. Celem pracy byto okreslenie dynamiki zmian koncentracji albumin oraz frakcji
wybranych biatek o masach zarowno wyzszych, jak i nizszych od albumin. Zbadano réwniez
zmiany procentowego udziatu tych frakcji w biatku catkowitym osocza krwi. Badania przepro-
wadzono na siedmiu cielgtach w pierwszych siedmiu dniach zycia. Wykazano, ze zmianom wraz
z wiekiem ulega zarowno koncentracja, jak i procentowy udziat albumin oraz biatek o masach
czasteczkowych wyzszych i nizszych w biatku catkowitym osocza krwi cielat noworodkow.
Srednie stezenie albumin w osoczu krwi w pierwszym tygodniu wahato si¢ w granicach od 29,22
do 31,72 g - I'L. Procentowy udziat tej frakcji w biatku catkowitym osocza krwi obnizat si¢ od
38,14 do 29,43%. Stezenie frakceji biatek wysokoczasteczkowych wykazywato tendencj¢ wzros-
towa (od 8,43 do 14,47 g - I'). Sredni procentowy udziat tej frakcji w biatku catkowitym wahat
si¢ od 10,71 do 13,22%. Koncentracja bialek niskoczasteczkowych wzrastata w pierwszych czte-
rech dniach zycia od 18,73 do 36,60 g - I, a ich procentowy udziat w biatku catkowitym wzras-
tat od 24,10 do 31,64%.

Stowa kluczowe: albuminy, biatka niskoczasteczkowe, biatka wysokoczasteczkowe, cieleta, noworodki

WSTEP

Okres neonatalny jest czasem intensywnej adaptacji organizmu do nowego srodowiska.
Cieleta noworodki, w poréwnaniu z noworodkami innych gatunkéw zwierzat, wykazuja
po urodzeniu duzg dojrzato$¢ somatyczng [Ozgo i in. 2008], nie mniej czynno$¢é po-
szczeg6lnych narzadow wewnetrznych cielat nie wykazuje petnej sprawnosci, w porow-
naniu z dorostym bydtem. Migdzy innymi nizsza jest przyswajalno$¢ protein egzogennych
oraz zdolno$¢ do syntezy biatek endogennych.
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Bialka wystgpujace w osoczu krwi cielat mozna podzieli¢ na trzy frakcje: biatka wy-
sokoczasteczkowe (o masie > 69 kDa), albuminy (69 kDa) oraz biatka niskoczasteczkowe
(o masie < 69 kDa). W okresie neonatalnym, w zwiazku z intensywnymi procesami roz-
woju, koncentracja poszczegolnych frakcji moze si¢ dynamicznie zmieniac. I1o$¢ 1 jako$¢
spozywanej siary oraz czas jej podania ma bezposredni wplyw na koncentracj¢ biatka cal-
kowitego w osoczu krwi noworodkow [Nussbaum i in. 2002], bowiem jest ona jedynym
zrédlem nie tylko sktadnikéw odzywczych, ale rowniez biologicznie aktywnych sktadni-
kéw nieodzywezych, takich jak immunoglobuliny, hormony i czynniki wzrostu [Campana
i Baumrucker 1995]. Spozycie siary m.in. wzmacnia odpornos¢ bierna i stymuluje dojrze-
wanie przewodu pokarmowego [Odle i in. 1996, Biihler i in. 1998, Blum i Hammon 2000,
Blittler i in. 2001]. Na koncentracje biatka catkowitego w osoczu krwi oraz zawartos$¢
jego frakcji, oprocz ilosci i jakosci pokarmu, wplywa czynnos$¢ poszczeg6élnych narza-
dow organizmu, np. przepuszczalnos¢ bariery jelitowej i czynnos$¢ nerek.

W zwigzku z powyzszym, celem doswiadczenia byto zbadanie dynamiki zmian kon-
centracji poszczegolnych frakcji biatek wysokoczasteczkowych, niskoczasteczkowych
oraz albumin z wiekiem, a takze okreslenie procentowego udziatu tych frakcji w biatku
catkowitym osocza krwi, w poszczegolnych dniach pierwszego tygodnia zycia cielat.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na siedmiu ciel¢tach rasy polsko-holsztynsko-fryzyjskiej od-
miany czarno-bialej. Krew pobierano z zyly szyjnej zewnetrznej bezposrednio po uro-
dzeniu, a nastepnie w 6. i 24. godzinie zycia oraz w 2., 3., 4., 5., 6.1 7. dniu Zycia.

Bezposrednio po pobraniu krew wirowano (15 minut, w temperaturze 4°C, przy 3000
rpm.), a uzyskane osocze przechowywano w temperaturze —80°C do czasu przeprowadzenia
analiz. W osoczu krwi oznaczano ilo$¢ biatka catkowitego metoda Lowry’ego [Lowry i in.
1951], a nastepnie przeprowadzano elektroforetyczny rozdziat biatek osocza krwi. Proby mie-
szano w odpowiednich proporcjach z buforem (TRIS, SDS, glicerol, f-merkaptoetanol, bte-
kit bromofenolu) tak, aby w mieszaninie otrzymac 25 pg biatka [Laemmli 1970].

Elektroforetycznego rozdziatu bialek dokonano w 12-procentowym rozdzielajacym
zelu poliakrylamidowym przy napigciu 60 V w czasie 20 minut, a nastgpnie przy napig-
ciu 115 V w czasie 90 minut (Mini-PROTEAN® Tetra Cell), w obecnosci buforu do elek-
troforezy (TRIS, glicyna, SDS). Do oznaczenia mas czasteczkowych badanych frakcji
biatek uzyto markera masy molekularnej SDS-PAGE Molecular Weight Standards, Broad
Range. Po zakonczonym rozdziale zele wizualizowano w roztworze barwigcym o sktadzie:
0,05 g Coomassie Briliant Blue R 250, 1 ml metanolu, 50 ml 10-procentowego kwasu
octowego oraz 450 ml wody destylowanej. Nastepnie Zele archiwizowano za pomocg den-
sytometru GS-800 (Bio-Rad) i analizowano w programie Quantity One. Badane prazki
biatkowe (jedenascie najwyrazniej uformowanych w zelu) podzielono na trzy grupy: al-
buminy (BSA — ang. Bovine Serum Albumin) oraz biatka o nizszej (LMW —ang. Low Mo-
lecular Weight) i wyzszej (HMW — ang. High Molecular Weight) masie. Na podstawie
gestosci optycznej wyliczono koncentracj¢ wybranych biatek w osoczu krwi. Uzyskane
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wyniki poddano analizie statystycznej, metodg analizy wariancji jednoczynnikowej z po-
wtarzalnymi pomiarami, uzywajac testu rozstgpu Duncana (program Statistica®8.0).

WYNIKI I DYSKUSJA

Srednie stezenie albumin w osoczu krwi cielat w pierwszym tygodniu Zycia wahato sie

w granicach od 29,22 do 31,72 g - !, jednak stwierdzone roznice nie byly statystycznie

istotne (rys. 1). Nalezy zaznaczy¢, ze wykazano duzg zmiennos$¢ osobnicza w stezeniu
tych biatek, od 10,59 do 47,37 g - I'L.
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Rys. 1 Zmiany $redniej koncentracji bialek albumin, HMW oraz LMW w osoczu krwi
cielat, g - I'!

Fig. 1. Average concentration changes of albumin, HMW and LMW proteins in neonatal
calves blood plasma, g - I'!

Procentowy udziat tej frakcji w biatku catkowitym osocza krwi badanych cielat obni-
zal sig, statystycznie istotnie (P < 0,05), w pierwszej dobie zycia od 38,14% (po urodze-
niu) do 29,43% (po uptywie 24 godzin) i na zblizonym poziomie utrzymywat si¢ do konca
pierwszego tygodnia zycia (rys. 2).

Roéwniez Thornton i in. [1972], Hadorn i in. [1997] oraz Nussbaum i in. [2002] wykazali,
ze stezenie albumin w pierwszym tygodniu Zycia cielat nie zmienia si¢ statystycznie istotnie,
a znaczacy wzrost koncentracji tych bialek zaobserwowali po 14 dniach zycia, co uzasad-
niajg ich wzmozong synteza watrobowa. Koncentracja albumin w osoczu krwi noworodkow
moze r6zni¢ si¢ w zaleznosci od gatunku zwierzat. Ahmad i in. [2000] wykazali, ze Srednia
koncentracja albumin w osoczu krwi jagniat w pierwszym dniu zycia wynosi 38,91 g - 1.
Rowniez Oztabak i Ozpinar [2006] stwierdzili wyzsza niz w prezentowanym doswiadczeniu,
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koncentracje albumin u jagniat, w przedziale 33,30 — 36,70 g - I"'!. Natomiast Drzezdzon
iin. [2004] wykazali nizszg koncentracje¢ albumin w osoczu krwi kozlat, przy czym najwyzsze
stezenie albumin odnotowali w pierwszym dniu zycia (19,40 g - I'1). Autorzy zaobserwowali
istotne obnizenie koncentracji tych biatek w pierwszej dobie zycia do wartoéci 16,81 g - !
i stabilizacje ich stezenia do konca pierwszego miesigca zycia (16,55 g - I w 30. dniu zycia).
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Rys. 2. Zmiany $redniego procentowego udziatu biatek HMW, albumin oraz LMW
w biatku catkowitym osocza krwi cielat, %

Fig. 2. Changes in average percentage of albumin, HMW and LMW proteins of the total
blood plasma protein in neonatal calves, %

Sposrod biatek o masach czasteczkowych wyzszych niz albuminy najwyzsza ekspresje wy-
kazywaty biatka o masach: 75,60 kDa (rys. 3 a); 100,50 kDa (rys. 3 b); 115,70 kDa (rys. 3 ¢);
173,00 kDa (rys. 3 d) oraz 242,00 kDa (rys. 3 e), ktdre stanowity 81,90% wszystkich bialek
wysokoczasteczkowych. Stezenie tych bialek wykazywato w pierwszym tygodniu zycia ten-
dencj¢ wzrostowa — w pierwszych trzech dniach wzrost ten byt statystycznie istotny (za wy-
jatkiem biatka o masie 100,50 kDa (rys. 3 b). Srednie steZenie wyzej wymienionych frakcji
biatek wysokoczasteczkowych wynosito po urodzeniu 8,43 g - I, w trzecim dniu zycia
12,77 g - I'! i siédmym dniu zycia 14,47 g - I'! (rys. 1).

Sredni procentowy udziat frakcji tych protein w biatku catkowitym osocza krwi cie-
lat wahat si¢ od 10,71% (po urodzeniu) do 13,22% (w piatym dniu zycia) (rys. 2). Nalezy
zwrdci¢ uwage, ze procentowy udziat biatek o masach 100,50 kDa; 173,00 kDa oraz
242,00 kDa nie zmieniat si¢ statystycznie istotnie i wynosit w pierwszym tygodniu zycia
odpowiednio: 0,75%, 3,10% oraz 0,63%. Natomiast procentowy udziat bialek wysoko-
czasteczkowych o masach 75,60 kDa oraz 115,70 kDa wzrastat odpowiednio od 4,32%
(w pierwszej dobie) do 7,01% (w pigtym dniu zycia) oraz od 0,82% (w pierwszej dobie)
do 1,55% (w sidédmym dniu zycia).
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Zblizong tendencj¢ zmian stezenia bialek o masach czasteczkowych wyzszych od albumin
wykazali rowniez u kozlat Drzezdzon i in. [2004]. Autorzy podaja, ze koncentracja biatek wyso-
koczasteczkowych w pierwszym dniu zycia wynosita 12,21 g - I'!, a w 20. dniu 13,77 g - I
Woazrost frakeji bialek wysokoczasteczkowych obserwowali rowniez Oztabak i Ozpinar [2006]
w zwigzku z absorpcja wysokoczasteczkowych bialek siary. Rowniez Abel Francisco i Quigley
[1993] oraz Hammon i in. [2002] uwazaja, ze na zmiany koncentracji biatek wysokoczasteczko-
wych w osoczu krwi istotnie wptywa podawanie siary i mleka. Potwierdzaja to wyniki badan m.in.
Kuhne i in. [2000], ktorzy prowadzili badania na cielgtach Zywionych zwigkszonymi dawkami
siary. Takze Stott i in. [1979 a, b, c], Michanek i in. [1989], Baumrucker i in. [1994] wykazali,
ze absorpcja w jelicie cienkim biatek wysokoczateczkowych siary, takich jak y-globuliny 1y-glu-
tamyltransferaza, powoduje wzrost frakcji biatek wysokoczasteczkowych w osoczu krwi.

Sposrod bialek o masach czasteczkowych nizszych niz albuminy najwyzsza ekspresje wy-
kazywaly biatka o masach: 23,60 kDa (rys. 4 a); 31,00 kDa (rys. 4 b); 47,40 kDa (rys. 4 ¢);
51,70 kDa (rys. 4 d) oraz 57,20 kDa (rys. 4 ¢). Stanowity one 89,50% ogdtu biatek nisko-
czasteczkowych. Stezenie tych biatek (za wyjatkiem biatka o masie 47,40 kDa) w pierwszych
czterech dniach zycia wzrastalo statystycznie istotnie (P <0,01), od 18.73 g - I"! (w pierwszym
dniu zycia) do 36,60 g - I"! (w czwartym dniu zycia). W kolejnych dniach ich koncentracja byta
stabilna i utrzymywata si¢ na $rednim poziomie 31,77 g - I'!. Koncentracja biatka o masie
47,40 kDa w pierwszym tygodniu zycia obnizala si¢, przy czym w trzech dniach statystycz-
nie istotnie (P < 0,01) (rys. 4 ¢). Srednia koncentracja bialek niskoczasteczkowych w osoczu
krwi, bezposrednio po urodzeniu, wynosita 18,73 g - I'! i do czwartego dnia wzrastata staty-
stycznie istotnie (P < 0,01), osiagajac warto$¢ 36,60 g - I"! po czym zaobserwowano istotne
(p <0,01) obnizenie wartosci do 30,73 g - I'!, w siédmym dniu zycia (rys. 1).

Procentowy udziat biatek niskoczasteczkowych w biatku catkowitym osocza krwi cie-
lat w pierwszej dobie zycia wzrastal. Po urodzeniu wynosit on 24,10%, natomiast po pierw-
szej dobie juz 31,64%. W kolejnych dniach zycia cielat nie obserwowano istotnych zmian
w procentowym udziale tej frakcji biatek w bialtku catkowitym. Ich st¢zenie wahato si¢ od
28,98 do 33,93% (rys. 2).

Zblizong do obserwowanej w doswiadczeniu tendencjg zmian koncentracji biatek o masie czas-
teczkowej nizszej od albumin obserwowali u kozlat Drzezdzon i in. [2004]. Autorzy wykazali, ze
stezenie tej frakcji bialek w osoczu krwi wzrasta w pierwszej dobie zycia 0d 29,55 do 3531 g - I'!
oraz, ze w kolejnych dniach pierwszego miesigca zycia koncentracja biatek niskoczasteczkowych
obniza sig, do warto$ci 23,24 g - 1!, Natomiast Abel Francisco i Quigley [1993] u cielat oraz Ozta-
bak i Ozpinar [2006] u jagniat zaobserwowali wzrost tej frakcji biatek w okresie pourodzeniowym.

Nalezy zauwazy¢, ze stezenie biatka catkowitego i jego frakcji zalezy nie tylko od podazy
biatka (siara, mleko) i jego metabolizmu, ale takze od utraty droga nerkowa. Wiadomo, ze
u noworodkéw wielu gatunkéw zwierzat wystepuje zjawisko proteinurii neonatalne;.

Nalezaloby uwzgledni¢ wystepowanie proteinurii neonatalnej. Drzezdzon i in. [2004] wy-
kazal, ze biatkomocz u noworodkéw ma charakter selektywny i tg droga organizm dobowo
moze traci¢ 3,82 mg - min~! - m2 biatka. Skrzypczak [1991], Dratwa [2004], Drzezdzon i in.
[2004], Ozgo i in. [2004] wykazali, ze zmiana koncentracji bialek osocza krwi réznych gatun-
kow zwierzat moze zaleze¢ od czynnosci nerek oraz szczelno$ci bariery jelitowej, ktora cechuje
si¢ znaczng przepuszczalnosciag dla protein w pierwszych dniach zycia.
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PODSUMOWANIE

W badaniach wykazano dynamiczne zmiany poszczegoélnych frakcji biatek w osoczu
krwi cielat noworodkow. Wigkszos¢ frakcji biatek o masach zarowno wyzszych, jak i niz-
szych od albumin wykazywato tendencje do wzrostu. Zmianom wraz z wiekiem ulegat
rowniez procentowy udziat biatek o masach czasteczkowych wyzszych i nizszych od al-
bumin w biatku catkowitym osocza krwi. Zmiany te dotyczyly zwtaszcza bialek drobno-
czasteczkowych (wzrost w pierwszych czterech dniach) oraz albumin (obnizanie
w pierwszej dobie zycia). Wydaje sig, ze obserwowane zmiany sg zalezne przede wszyst-
kim od pokarmu, ale takze od sprawnosci wchlaniania jelitowego, nat¢zenia metabolizmu
i usuwania droga nerkowa.
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THE CONCENTRATION OF SELECTED PROTEIN FRACTIONS AND THEIR
PERCENTAGE OF THE TOTAL BLOOD PLASMA PROTEIN IN NEONATAL
CALVES

Abstract. The aim of the present study was to evaluate dynamic changes in the concentration
of albumin, and selected protein fractions with higher and lower molecular weight in compari-
son to albumin. The percentage of these fractions of the total blood plasma protein was also ex-
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amined. The experiment was carried out on 7 calves during their first seven days of life. Addi-
tionally, changes with age of the albumin and high and low molecular weight protein concentra-
tion and percentage of the total blood plasma protein were also determined. During the first week
of life mean albumin concentration in the blood plasma varied between 29.22-31.72 ¢ - I'!. The
percentage of these fractions of the total blood plasma protein decreased from 38.14 to 29.43%.
The concentration of high molecular weight fraction rose (from 8.43 to 14.47 g - 1'1). Average
percentage of these proteins of the total protein varied between 10.71-13.22%. Both low mo-
lecular weight protein concentration (from 18.73 to 36.60 g - I"') and their percentage of the total
protein (from 24.10 to 31.64%) increased during the first four days of life.

Key words: albumins, calves, high molecular weight proteins, low molecular weight proteins,
neonates
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