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In introducere am prezentat un scurt istoric al electroforezei si am precizat
metodele electroforetice (electroforeza pe hartie si electroforeza in gel de agaroza) pe
care le-am utilizat in studiile noastre efectuate pe douad clase de proteine sanguine:
hemoglobina si proteinele serice.

In capitolul 1 s-a realizat o descriere a mediilor de migrare si a mecanismelor de
separare utilizate in electroforeza. S-au precizat marimile caracteristice electroforezei
(viteza electroforetica, mobilitatea electroforeticd, mobilitatea relativa, rezolutia de
separare) si s-au discutat factorii de care depind acestea: factori proprii particulei
(madrimea, forma, sarcina electricd) s1 cei caracteristici mediului de migrare
(vascozitatea, pH-ul, taria ionicd a solutiei tampon, intensitatea campului electric,
timpul de migrare, temperatura, etc.).

S-a efectuat o prezentare sistematica a evolutiei mediilor de migrare si a
tehnicilor electroforetice. S-a inceput cu electroforeza in mediu liber, care este cea mai
veche metodd utilizatd pentru separarea proteinelor. S-au expus utilitatea acestei
metode pentru separarea sistemelor biologice labile dar si dezavantajele acestei metode.

S-au prezentat caracteristicile celor mai importante medii de migrare stabilizante
utilizate (hartia, acetatul de celuloza, gelul de poliacrilamida, gelul de amidon, gelul de
agaroza, geluri compozite de poliacrilamida — agaroza) si s-au discutat mecanismele de

separare si particularitatile tehnicilor electroforetice ce le utilizeaza.



S-au expus si tehnicile electroforetice bazate pe mecanisme de separare specifice
(electroforeza de afinitate, imunodifuzia si imunoelectroforeza, focalizarea izoelectrica,
izotacoforeza). De asemenea, au fost prezentate si cele mai performante tehnici, care au
si cea mai extinsa arie de aplicatie (electroforeza bidimensionala si electroforeza
capilara).

in capitolul 2 au fost descrise proprietitile electrochimice ale proteinelor si
modul de separare prin electroforeza a proteinelor serice si hemoglobinei.

Caracteristicile mai importante ale principalelor categorii de proteine serice
(albumina, a,, ay, B, P2 s1 v - globulinele) au fost descrise subliniind si importanta lor
clinicd. S-au prezentat o serie de studii comparative, raportate in literatura de
specialitate, referitoare la rezultatele obtinute prin diverse tehnici electroforetice,
efectuate pentru separarea si cuantificarea proteinelor serice.

S-au discutat particularitétile structurale ale celor 5 clase de imunoglobuline
(IgA, IgM, IgG, IgD si IgE) si modul in care imunoglobulinele se separd in campul
electroforetic.

A fost descrisd structura hemoglobinei precum si a principalilor derivati
hemoglobinici (Hb, HbO,, HbCO, MetHb si HbCO,). S-a mentionat utilitatea metodei
spectrofotometrice pentru determinarea concentratiilor acestor derivati hemoglobici.
Au fost evidentiate diferentele structurale ale hemoglobinelor normale si anormale,
modul in care acestea influenteaza mobilitatea electroforetica a hemoglobinelor precum
s1 mecanismele de separare pe care se bazeaza electroforeza hemoglobinei.

Contributiile originale sunt prezentate in capitolele 3, 4 si 5.

Capitolul 3 contine studiile referitoare la electroforeza proteinelor serice. S-a
utilizat un sistem de electroforeza Sebia pe gel de agaroza si un aparat standard de

electroforeza pe hartie.

Influenta mediului de migrare asupra separarii electroforetice s-a analizat prin
compararea valorilor albuminei serice umane determinatd prin metoda colorimetrica
bromcresol green (A.) si electroforeza pe doud medii de migrare: gelul de agaroza
(Age) si hartia (Ay). S-a constatat cd valorile albuminei obtinute prin electroforeza
depind de mediul de migrare utilizat si sunt mai mici decat cele determinate
colorimetric. S-a obtinut urmatoarea relatie: Ag>A,>An. Valoarea mai mica a
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albuminei serice obtinuta prin electroforeza pe hartie se datoreaza adsorbtiei proteinelor
pe hartie. In procesul de separare electroforetici si in etapele ulterioare (colorare,
decolorare, cuantificare) apar usoare pierderi, fapt ce explicd valorile mai mici ale
albuminei determinate electroforetic. Pentru a obtine informatii despre omogenitatea
acestor medii de migrare s-au determinat coeficientii de corelatie intre albumina
obtinuta prin metoda bromcresol green si cea determinata prin fiecare din cele doua
metode electroforetice. S-a obtinut o corelatie bund (r=0,94179) in cazul gelului de
agaroza, rezultat similar cu cel obtinut ulterior de Snozek si colab. Pentru hartie,
valoarea mai micd a coeficientului de corelatie (r=0,88737) indicd o imprastiere mai

mare a datelor experimentale, care se datoreazd nomogenitatii dimensiunii porilor.

S-a realizat o evaluare comparativa a concentratiilor fractiunilor proteice serice
separate prin electroforeza in gel de agaroza si electroforeza pe hartie prin care s-a
evidentiat modul in care proprietitile fizico-chimice ale mediilor de migrare
influenteaza rezultatele obtinute. S-a obtinut o corelatie bund pentru albumina
(r=0,974), a, - globuline (r=0,955) si y - globuline (r=0,987) si o corelatie moderata
pentru fractiunile a; (r=0,872) si B (r=0,761). Valorile coeficientilor de corelatie s-au
interpretat in stransd concordantd cu marimile electroforetice ale fractiunilor proteice,
corespunzatoare celor doud tehnici electroforetice (viteza electroforeticd, mobilitatea
electroforetica si mobilitatea relativa).

S-a studiat dependenta latimii benzii corespunzatoare albuminei serice umane de
timpul de migrare utilizdnd electroforeza in gel de agaroza. S-a observat o crestere
relativa a vitezei de migrare a albuminei, datorata variatiei timpului de migrare de la 17
la 24 minute, mai micad de 1%. Aceastd crestere a vitezei de migrare s-a datorat
efectului termic Joule care devine mai important daca timpul de migrare creste.
Dependenta liniara a latimii benzii de timpul si distanta de migrare obtinuta de noi este
in bund concordanta cu rezultatul stabilit de Yarmola si colaboratori pentru proteina R-
phycoerythrin.

Utilizand electroforeza in gel de agaroza la pH alcalin s-au evidentiat
componente monoclonale din clasele IgA, IgM si 1gG si s-a demonstrat imposibilitatea
cuantificarii lor cu aceastd tehnica electroforetica prin obtinerea unor valori subunitare

ale rezolutiilor de separare pentru perechile de benzi: ,-IgA, IgA-IgM si IgM-IgG.
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Capitolul 4 cuprinde studiile referitoare la electroforeza hemoglobinei pe gel de
agaroza folosind un sistem de electroforeza Sebia.

Utilizdnd metoda electroforezei pe gel de agaroza in tampon acid, la pH=6,
pentru determinarea hemoglobinei glicozilate (HbA.) si metoda enzimatica de analiza
a glucozei sanguine, s-a stabilit o relatie de dependenta liniarad intre glucoza medie din
sange (GMS) si HbA.: GMS= 32,51-HbA.-79,17. Relatia obtinuta de noi este in buna
concordantd cu cele deduse de Nathan si Rohlfing care au determinat HbA,. prin
HPLC.

Pe baza unui studiu, efectuat pe o perioadd de doi ani, privind incidenta [3-
talasemiei in judetul Dolj au fost identificate, utilizdnd electroforeza hemoglobinei pe
gel de agaroza in tampon alcalin, 47 de cazuri cu B-talasemie minora din 177 persoane
suspectate.

S-a studiat influenta fumatului asupra concentratieic HbCO din sange venos
investigand patru grupuri de indivizi: sandtosi (separati in fumatori si nefumatori) si
diagnosticati cu B-talasemie minora (fumatori si nefumatori). Concentratia HbCO din
sangele venos s-a determinat prin metoda analizei multicomponent a derivatilor
hemoglobinici pe baza spectrelor de absorbtie ale probelor obtinute cu un
spectrofotometru Ocean Optics S2000. S-au obtinut urmatoarele valori medii ale HbCO
pentru grupurile investigate: 1,32% pentru nefumadtori sdnatosi, 6,15% pentru fumatori
sandtosi, 4,97% pentru nefumatori cu B-talasemie minora si 10,12% pentru fumatori cu
B-talasemie minora. Rezultatele obtinute pentru persoanele sdndtoase sunt In
concordantd cu cele rezultate din studiile lui Sagone. Valoarea medie de 4,97%
obtinutd pentru persoanele nefumatoare cu p-talasemie minora este caracteristica
pacientilor cu anemie hemoliticd. Determinarea concentratiei HbCO pentru persoanele
fumatoare cu B-talasemie minora a fost raportatd de noi pentru prima data in literatura
de specialitate. Remarcam ca pentru acest grup au rezultat cele mai mari concentratii de
HbCO, fapt ce se explica prin cumularea CO endogen provenit prin catabolismul
hemului cu CO inhalat odata cu fumul de tigara.

S-a studiat influenta pH-ului asupra autooxidarii HbO, in vitro efectuand o
analiza cineticd a unor probe biologice umane constituite din solutii hemoglobinice, la

diverse pH-uri cuprinse intre 5,6 si 8,0. Spectrele de absorbtie ale probelor au fost



inregistrate imediat dupa preparare si la diverse momente de timp ulterioare. Utilizand
metoda analizei multicomponent pentru aceste spectre de absorbtie s-au obtinut
evolutiile temporale ale concentratiilor derivatilor hemoglobinici pentru fiecare proba.
S-a remarcat mentinerea practic constantd a concentratiei procentuale a HbCO,
scaderea concentratiei HbO, si cresterea concentratiei MetHb. Analiza evolutiei
temporale a concentratiei MetHb a condus la determinarea constantelor de viteza
aparente ale procesului de autooxidare a HbO,. Constantele de viteza aparente au
depins de pH-ul probelor, avand valori intre 0,771-10” h™' pentru pH=8 si 3,502:10~ h™'
pentru pH=5,6.

S-a analizat modul in care pH-ul sanguin influenteaza concentratia MetHb
efectudnd un studiu comparativ pe doud categorii de persoane: diabetici netratati (cu
HbA . > 9%) si nediabetici. Pentru persoanele nediabetice s-au obtinut concentratii ale
MetHb situate in intervalul 1,09-2,30%, media fiind 1,69%. In cazul persoanelor
diabetice au rezultat valori ale MetHb cuprinse intre 2,20% si 3,47%, media fiind de
2,76%. Valoarea medie a MetHb mai mare la persoanele diabetice s-a explicat prin pH-
ul mai mic la acestia cauzat de cetoacidoza metabolica.

Concluziile cercetarilor efectuate au fost prezentate in cadrul fiecdrui studiu si
reluate succint n sectiunea concluzii generale.

S-a evidentiat importanta electroforezei in determinarea concentratiilor
hemoglobinelor si a proteinelor serice si s-au stabilit corelatii intre valorile acestor

proteine sanguine $i concentratiile altor parametrii biochimici.



