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W pracy podjeto probe pordwnania roznych metod ekstrakcji, w tym ekstrakcje
w ukladzie ciecz—ciecz bez i ze wstepnym odbiatczeniem prébki oraz ekstrakcije na
fazach stalych (SPE) zwiazkéw z grupy opiatdw (morfina, kodeina i tebaina) oraz
trojeyklicznych lekéw przeciwdepresyjnych (amitryptylina i doksepina — TCA). W wyniku
badania stwierdzono, ze wszystkie rodzaje ekstrakcji dajg dobre wyniki w przypadku
amitryptyliny i doksepiny, za$ dla opiatéw najlepsze rezultaty uzyskano stosujac
zmodyfikowang ekstrakcje w uktadzie ciecz—ciecz.

The pretreatment of biological samples is a very important process before identification
in toxicological analysis. In this paper the authors try to compare several extraction
methods for two groups of xenobiotics: opiates (morphine, codeine, thebaine) and
tricyclic antidepressants (amitriptyline, doxepin - TCA) from biological matrix. Three
methods of isolation were tested: liquid-liquid extraction without (EN) or with peptide
precipitation (EA) and solid phase extraction (SPE). It was found that all types of tested
isolation methods produced positive results in group of TCA, but the modified liquid—
liquid extraction was the best method for the opiate group.

Stowa kluczowe: ekstrakcja, matryca biologiczna
Key words: extraction, biological matrix
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WSTEP

Podstawowa i1 najbardziej rozpowszechniong metoda izolacji ksenobiotykow
z tkanki biologicznej jest ekstrakcja w ukfadzie ciecz—ciecz (Liquid-Liquid
Extraction — LLE). Polega ona na rozdziale ksenobiotyku pomiedzy dwie nie
mieszajgce sie fazy: wodng i organiczng, zgodnie z prawem podziatu Nernsta
(8,10). Wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu tego typu ekstrakcji zalezg
zaréwno od rodzaju badanego ksenobiotyku, uzytego rozpuszczalnika jak i od
rodzaju i stanu chemicznego tkanki biologicznej. Ze wzgledu na to, ze metoda ta,
w wielu przypadkach, cechuje sie stosunkowo niskg wydajnoscia, za$ ekstrakty
mogg wykazywac znaczny stopien zanieczyszczenia, dazy sie do modyfikacji
i poszukiwania innych metod izolacji ksenobiotykow (14).

Jedna z metod, ktdra zyskuje sobie coraz wieksza popularnosc jest ekstrakcja
w ukitadzie ciato stale—ciecz (Solid—Phase Extraction — SPE) (2-7,9). Zwilaszcza
ostatnie lata przyniosty duzy postep w tej dziedzinie. Coraz wiecej firm ma w swojej
ofercie wiele rodzajow kolumn SPE z przeznaczeniem do réznych celdw.

Pierwsze wzmianki o zastosowaniu SPE w procesie przygotowania probek
moczu odnotowano w 1970 roku (7). W roku 1978 firma Water Associates
wyprodukowata kolumny Sep—Pak (7), kiorych zaletg, oprocz mozliwosci
uzyskiwania dobrych wynikéw, byly mate rozmiary. Od tej pory zainteresowanie
SPE wsérod analitykow zaczeto wzrastac. W ciggu ostatnich kilkunastu lat
ekstrakcja na fazach stalych stata sie skuteczng technikg stuzaca do przygotowy-
wania prébek biologicznych dla klinicznej i toksykologicznej analizy ksenobiotykdw.

Ekstrakcja na fazach statych jest procesem, w ktdérym rozdziat ksenobiotyku
nastepuje pomiedzy ciekig faze ruchoma a stalg faze stacjonarng, odwracalnie
adsorbujgcyg czgsteczki ksenobiotyku, pochodzgce z ekstrahowanego materiatu.
Faze stacjonarng stanowi zwigzany silica—gel, w ktdérym koncowe grupy
silanolowe zostaly zastgpione przez rozne organiczne molekuty. Moga one
zawiera¢, oprocz fancucha alkilowego, rézne grupy funkcyjne, ktorych rodza;
decyduje o adsorpcji odpowiedniego ksenobiotyku. Do ekstrakcji wiekszosci
narkotykdw (w tym opiatdw) polecane jest uzycie mieszanych wypeinien —
niepolarnego C8 i siinie kationo—wymiennego. Na rycinie 1 przedstawiono
schemat kolejnych etapdw ekstrakcji na fazach statych.

Ekstrakcja na fazach stalych opiera sie na podobnych mechanizmach jakie
istnieja w chromatografii cieczowej (LC-Liquid Chromatography), jednakze
stosowana bywa do rozdziatu i izolacji istotnych zwigzkdéw chemicznych z prébek
matrycy biologicznej oraz ich zageszczenia w koncowym etapie.

Praca jest probg odpowiedzi na pytanie, czy istotnie i w jakim stopniu wybrana do
eksperymentu niniejszej pracy ekstrakcja na fazach statych jest lepsza, w odniesieniu
do wybranych lekéw z grupy opiatdw oraz trojeyklicznych antydepresantow,
w porownaniu ze standardowg procedurg ekstrakcji w uktadzie ciecz—ciecz.

MATERIAL | METODY

Przeprowadzono dos$wiadczenia na materiale standardowym eksperymental-
nym, tj. krwi i moczu, prébkach pobranych od 0s6b niezatrutych, sekcjonowa-
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nych w Zaktadzie Medycyny Sadowej CMUJ w Krakowie. Do prébek dodano
pojedynczo badane ksenobiotyki, ktére stanowily: morfina, kodeina i tebaina
(opiaty) oraz amitryptylina i doksepina (przeciwdepresyjne leki tréjcykliczne —
1. Aktywacja kolumny

. 2. Naniesienie prébki
1. Column conditioning

2. Applying the sample

U

4. Elucja ksenobiotyku
4. Elution of xenobiotic

|
U

3. Przemycie kolumny
3. Column washing

Oczyszczony | zageszczony
izolowany zwigzek, gotowy do analizy
Purified and concentrated
isolate ready for analysis
-niepozadane sktadniki matrycy

undesired matrix components
-zaadsorbowany ksencbiotyk
adsorbed isolated

Ryc. 1. Etapy procesu ekstrakcji na fazach statych.
Fig. 1. Following stages of Solid-Phase Extraction.
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TCA) w stezeniach 5 i 10mg/g tkanki kazdy. Nastepnie tak przygotowane probki
poddano izolacji wedtug nastepujgcych procedur analitycznych:
1. ekstrakcja w uktadzie ciecz— ciecz (EN), bez wstepnego odbiatczania probki
2. ekstrakcja w uktadzie ciecz- ciecz ze wstepnym odbiatczaniem probki (EA)
3. ekstrakcja na fazach stalych (SPE), kolumny z wypeinieniem firmy Baker
(Bakerbond, C18)
Na wstepie, dla kazdego stezenia przygotowano cztery probki po 2mi krwi
i moczu. Materiat przeznaczony do ekstrakcji na fazach statych i zmodyfikowane]
ciecz—ciecz odbiafczano, dodajgc 3 ml acetonitrylu. Po wytrzg$nieciu i odwiro-
waniu supernatant zadano 2ml buforu TRIS pH=9, a nastepnie przeprowadzono
dalszg analize wedtug ponizszego schematu:.

1. Ekstrakcja w uktadzie ciecz—ciecz

Nieodbiatczone prébki zadano po 2ml buforu TRIS i 6ml mieszaniny ekstra-
hujgcej: chloroform—izopropanol-heptan (50:17:33) (opiaty) Ilub aceton—
chioroform (1:1) (TCA). Wytrzgsano 15 minut, rozdzielono fazy organiczng
i wodng na saczkach Whatmann.

2. Ekstrakcja w ukladzie ciecz—ciecz z odbiatczaniem probki
Préobki po odbiatczeniu zadano 2 mi mieszaniny ekstrahujace] (jak w p.1),
wytrzgsano 15 minut, po czym rozdzielono fazy na sgczkach Whatmann.

3. Ekstrakcja na fazach statych
Przygotowano kolumny w ten sposdb, ze odwazano po 500 mg fazy do
szklanej tuby, zabezpieczonej po obu stronach fazy spiekiem (firmy Baker),
a nastepnie kolumny 2z wypehieniem zaktywowano, przepuszczajac pod
dziataniem prézni kolejno 2ml metanolu i 2ml buforu TRIS. Na tak przygotowane
kolumny naniesiono badane prébki, przepuszczono przez kolumne z szybkoscig
przeptywu 1,5-2mi/min. Kolumny przemyto 2ml wody dejonizowanej, 1ml buforu
TRIS i 2ml metanolu, suszono pod dziataniem prézni ok.15 minut. Wyekstraho-
wano badane ksenobiotyki za pomoca 2ml mieszaniny i postepowano jak w p.1
Otrzymane wedfug wybranych procedur eluaty odparowano do sucha na tazni
wodnej w temp. 37°C. Suche pozostatosci przeniesiono do 150 ul metanolu.
Identyfikacji i oznaczenia iloSciowego badanych ksenobiotykow w materiale
biologicznym dokonano metoda wysokosprawne] chromatografii cieczowej za
pomocyg chromatografu cieczowego Merck—Hitachi, wyposazonego w kolumne
chromatograficzng Lichrosphere 60, 125-4 select B (5um), przedkolumne
Lichrosphere 60 RP select B 4—4 (5um), detektor diodowy UV (DAD) pracujgcy
w zakresie 200-400 nm, pompe ftokowg typ L-6200A, komputer IBM
z oprogramowaniem D-6000 DAD/Menager, oraz autosampler 2000A.
Zastosowano faze ruchomag w systemie gradientowego przeptywu fazy o skfadzie:
bufor trietyloamonowy TEA pH=3 — acetonitryl, szybko5¢ przeptywu 1mi/min.

WYNIKI | DYSKUSJA

Na otrzymanych chromatogramach zidentyfikowano badane ksenobiotyki na



Nr2 Metody ekstrakcji ksenobiotykow 71

podstawie ich indeksow retencji oraz widm UV w zakresie 200400 nm
w przekrojowej diugosci fali A=215nm. Konfrontujac otrzymane wysokosci pikéw oraz
pola powierzchni dla poszczegolnych stezen ksenobiotykdw w probkach wyznaczono
krzywe regresji oraz wspblczynniki korelacji w zakresie badanych wielkosci.
Prébowano wyznaczy¢ roznice w wartosciach opisujgcych krzywe regresji dla lekow
wzorcowych i ekstrahowanych (Tabela 1), poszukujgc wymiernego efektu opisujgcego
wplyw matrycy biologicznej na wartosci parametréw analitycznych.

Obliczono na podstawie wielkosci pola powierzchni pikow wydajnosc ekstrakci
(odzysk) poszczegdinych ksenobiotykow wzgledem czystych wzorcow (Tabela
II). Sprawdzono réwniez, czy istnieje korelacja pomigdzy poszczegsinymi
metodami ekstrakcji (Tabela Ill) dla poszczegolnych ksenobiotykdw.

W celu zilustrowania rezultatow zamieszczono takze histogramy przedsta-
wiajgce wydajnos¢ poszczegolnych rodzajow ekstrakeji w zaleznosci od stezenia

ksenobiotyku (ryc. 2—4).

Tabela |. Wartosci wspoétczynnikow korelacii (r) pomiedzy wielkoscig pola
powierzchni i wysokosci pikéw a stezeniem badanych ksenobiotykow
bez obcigzenia i w materiale biologicznym dla roznych metod ekstrakciji.
Table 1. Comparision of correlation rates (r) between peak area or peak height
and concentration of examined xenobiotics with and without biological
balast for different extraction methods.

Materiat Rodzaj ekstrakcji
biolo- Type of extraction
giczny CIECZ-CIECZ CIECZ-CIECZ SPE - Baker Czysty wzorzec Ksenobiotyk
bez odbiatczania | z odbiatczaniem (EA) Pure compound
Biologi- | (EN) Modified LIQUID-LIQUID | SPE — Baker Xenobiotic
cal LIQUID—- LIQUID | (EA)
matrix (EN)
Warto$¢ wspotczynnika korelacii (r)
Correlation rates (r
Pole Wyso- Pole pow. { Wysokos¢ | Pole pow. | Wyso- Pole Wyso-
pow. kosé piku piku piku kose pow. kose
piku piku Peak area | Peak hight | Peak area | piku piku piku
Peak | Peak Peak Peak | Peak
area hight hight area hight
Krew 0.0320 | 0.3664 0.1171 0.7193 —_— e 0.9755 | 0.9404 MORFINA
Blood
Mocz 0.0969 | 0.2275 0.2146 0.1782 E— _— MORPHINE
Urine
Krew 0.0782 | 0.0034 0.5107 0.6194 0.3891 0.3820 0.9757 | 0.8439 KODEINA
Blood
Mocz 0.1615 | 0.2608 0.1871 0.0840 0.1663 0.5137 CODEINE
Urine
Krew 0.0193 [ 0.0337 0.4062 0.4570 0.2955 0.4187 0.9757 | 0.9141 TEBAINA
Blood
Mocz 0.0582 | 0.2083 0.0318 0.0419 0.2323 0.478 THEBAINE
Urine
Krew 0.9195 | 0.8561 0.8635 0.8414 0.6852 0.9357 0.9894 | 0.8892 AMITRYPTYLINA
Blood AMITRIPTYLINE
Mocz 0.9788 | 0.9487 0.8862 0.9502 0.8398 0.0679
Urine
Krew 0.8900 | 0.8313 0.8753 0.9363 0.6175 0.8313 0.9871 { 0.9908 DOKSEPINA
Blood
Mocz 0.9907 | 0.9781 0.9097 0.9516 0.8619 0.9781 DOXEPIN
Urine
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Tabela ll. Zestawienie wydajnosci réoznych metod ekstrakcji dla badanych
ksenobiotykow.
Table il. Recovery for different extraction — procedures of xenobiotics

Nr 2

examined.
Stezenie | WYDAJNOSC EKSTRAKCJI (%) n=4 Ksenobiotyk
(mgfy RECOVERY (%) n=4
Krew Mocz Xenaobiotic
Concen- { Blood Urine
tration Ekstrakcja Ciecz—ciecz | Ekstrakcja na | Ekstrakcja Ciecz—iecz Ekstrakcja na
(mg/l) ciecz—ciecz | z odbiatcza- | fazach ciecz—ciecz | z odbiatczaniem | fazach
(EN) niem (EA) statych (SPE) | (EN) (EA) statych (SPE)
Liquid-liquid | Modified Solid~ phase § Liquid-liquid | Modified liquid— | Solid~ phase
extraction liquid-liquid | extraction extraction liquid extraction | extraction
(EN) extraction (SPE) (EN) (EA) (SPE)
(EA)
5.0 1358+ 168 ]353+129 187+1.9 11.6+0.7 MORFINA
10.0 21.9+52 30.1+55 5820 825+ 4.4 16.1 £ 0.8 9.6 +3.5 MORPHINE
5.0 639+50 230+110 [245+68 522+ 111 235%7.2 120.1+1.6 KODEINA
10.0 209+36 442+9.7 104+ 1.0 866+293 [355+4.1 385+ 124 | CODEINE
5.0 650+120 (361298 388£20 369144 375+26 436+05 TEBAINA
10.0 416+142 (494145 342+2.1 39.1 + 301 49.4+89 448+ 103 | THEBAINE
5.0 51.9+5.3 59.4+20 51.2+106 |847%29 56.9+0.2 511164 AMITRYPT.
10.0 63.6+3.7 66.6 + 0.7 636+11.0 ]79.0+4.0 52.7 +10.3 743+24 AMITRIPT
5.0 431+46 51.9+87 461133 80.0+1.7 43804 440424 DOKSEPINA
10.0 58.9+53 620+14 70.2+ 7.1 823+19 65.4+24 525+59 DOXEPIN
Tabela lll. Korelacja pomiedzy odzyskami dla poszczegdinych rodzajow
ekstrakciji.
Table IIl. Correlation between recovery for different types of extraction.
KORELACJA
Ksenobiotyk CORRELATION
Xenobiotic KREW MOCZ
BLOOD URINE
SPE-EA SPE-EN EA-EN SPE-EA SPE-EN EA-EN
MORFINA 0.67 0.99
MORPHINE
KODEINA 0.14 0.99 0.18 0.99 0.90 0.86
CODEINE
TEBAINA 0.36 0.99 0.44 0.70 0.89 0.30
THEBAINE
AMITRYPTYLINA 0.82 0.40 0.20 0.86 0.94 0.63
AMITRIPTYLINE
DOKSEPINA 0.94 0.22 0.11 0.42 0.61 0.98
DOXEPIN
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Ryc. 2. Odzysk w ekstrakcji ciecz—ciecz (EN) dla krwi (a)i moczu (b).
Fig. 2. Recovery of five tested xenobiotics isolated from blood {a) and urine (b)-
liquid-liquid extraction (EN).

Analizujac wptyw matrycy biologicznej na wartosci parametrow analitycznych
wzorcow lekow — wysokosci | pola powierzchni w zaleznosci od ich stezenia - ob-
serwowano widoczne réznice liczbowe w wartosciach tych parametrow
wyrazonych poprzez wspotczynniki korelacji dla czystych wzorcéw i obarczonych
tlem biologicznym (Tab. i). Punkty tworzgce krzywe regresji dla lekow obcigzo-
nych matrycg biologiczng na podstawie wysokosci pikow  amitryptyliny
i doksepiny przedstawiajg do$¢ duzy rozrzut a w konsekwencji, wspotczynniki
korelacji mieszczg sie w wiekszym przedziale wartosci w poréwnaniu z czystymi
wzorcami. Wplyw matrycy biologicznej zatem w Sposob istotny modeluje
precyzje, obnizajac jg znaczaco. Jeszcze wiekszy rozrzut uzyskano dia opiatow,
a wspotczynniki korelacji dla tych ksenobiotykéw ujmujgce zaleznosci pomiedzy
rozwazanymi parametrami analitycznymi przyjmujg znaczaco mniejsze wartosci
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w poréwnaniu z TCA. Przeprowadzone badania potwierdzajg znane z innych
doswiadczen wyniki o mozliwosciach obnizania sie precyzji roznych parametrow
analitycznych pod wplywem tta biologicznego (11,12,13).

1
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1%}
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cc gy
ca £& w® o o stozeme
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Ryc. 3. Odzysk w ekstrakcji ciecz—ciecz z odbiatczaniem (EA) dia krwi (a)
i moczu (b).

Fig. 3. Recovery of five tested xenobiotics isolated from blood (a) and urine (b)—
modified liquid—liquid extraction (EA).

Biorac pod uwage fakt, ze kolumny byly przygotowywane do analizy przez
analityka, nie mozna wykluczy¢ negatywnego wplywu na precyzje oznaczen
innych czynnikow zwigzanych ze sposobem przygotowania kolumny, jak
chociazby niejednakowe zapewne upakowanie fazy w kazdej kolumnie.
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Ryc. 4. Odzysk w ekstrakcji na fazach stalych (SPE) dla krwi (a) i moczu (b).
Fig. 4. Recovery of five tested xenobiotics isolated from blood (a) and urine (b)-
solid—phase extraction (SPE).

Wydajnosci ekstrakcji dla opiatébw, zwitaszcza morfiny, byly nizsze niz
w przypadku tréjoyklicznych antydepresantéw. Analizujac wartosci liczbowe
wydajnosci ekstrakcji (Tab.ll), stwierdza sig, ze najbardziej korzystne odzyski
uzyskano w ekstrakcji z odbialczaniem (SPE, EA). Ekstrakty otrzymane tymi
metodami wykazujg wiekszy stopien czystosci w poroéwnaniu z metodg ekstrakciji
ciecz—ciecz bez odbiatczania.

Poréwnujac poszczegdlne metody izolacji dla wybranych ksenobiotykéw
miedzy soba nalezy zwréci¢é uwage na zblizone wartosci odzysku, otrzymane
metodami SPE i EA, zarowno dla krwi jak | moczu, oraz stosunkowo duzg
zgodnos$é pomiedzy SPE i EN oraz EA i EN dia moczu, w odniesieniu do grupy
trojeyklicznych antydepresantéw. W grupie opiatow stwierdzono najwyzsze
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zgodnosci pomigdzy metodami SPE | EN dla krwi oraz pomiedzy wszystkimi
metodami dla moczu.

Analizujac tak szczegotowo wyniki uzyskane réznymi metodami ekstrakeyj-
nymi trzeba sobie postawi¢ pytanie o faktyczng ocene przydatnosci faz SPE
uzytych w przedstawionych eksperymentach .

Wediug wielu autoréw (2-7, 9), SPE wykazuje przewage w porownaniu
z ekstrakcjg w ukfadzie ciecz—ciecz, pod wzgledem takich cech, jak: selektyw-
nosé, czystos¢ ekstrakidw, brak tworzenia emulsji, zmniejszone zuzycie rozpusz-
czalnikow, uzyskanie wiekszej powtarzainosci wynikéw, krétszy czas przygoto-
wania i mozliwos¢ zastosowania wiekszej automatyzacii. Ten rodzaj ekstrakcji
jednakze wymaga znacznego naktadu kosztéw, zwigzanego z zakupem
odpowiednich urzadzen oraz kolumienek do ekstrakcii.

W naszych doswiadczeniach, pomimo zastosowania kolumienek z wypeinie-
niem najbardziej uniwersalnej, niepolarnej fazy Cqg, ktérg mozna wykorzystywac
do ekstrakcji zwigzkdéw niepolarnych i polarnych, wydaje sie ona by¢ bardziej
przydatna do ekstrakcji lekow z grupy TCA niz opiatéw. Uwzgledniajac ponadto
koszt aparatury oraz czasochionno$¢ w postugiwaniu sie metoda ekstrakcji na
fazach statych, zdecydowano stosowaé w analizach rutynowych ekstrakcje
ciecz—ciecz z odbialczaniem, giownie ze wzgledu na wystarczajacg czystosé
ekstrakiow, szybkosé, prostote i niski koszt.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze dobrane proce-
dury okazaly sie najmniej korzystne w stosunku do morfiny. Metodyka w odnie-
sieniu do tego zwigzku wymaga wiec dopracowania. Nalezatoby sie zastanowi¢
nad doborem innych warunkéw prowadzenia analizy. Wyniki uzyskane dla
pozostalych ksenobiotykdéw sg zadowalajgce, wskazujgc wrecz na fakt, ze do
izolacji amitryptyliny czy doksepiny mozna zastosowac wszystkie trzy rodzaje
ekstrakcji z dobrym rezultatem.

Komentujgc rodzaj uzytych ekstrakcji, nie potwierdzono tezy o szczegodinej
przydatnosci ekstrakcji na fazach statych w naszych analizach. Wydaje sie, ze
moze by¢ ona metodg alternatywna, a biorgc pod uwage czynnik ekonomiczny,
moze by¢ mniej przydatna niz np. ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz z odbiatcza-
niem, ktdra pozwala otrzymac stosunkowo czyste ekstrakty i wysoki odzysk.
Otrzymane wyniki i wnioski z nich wyplywajgce sg przydatne w praktyce
rutynowych analiz toksykologicznych materiatu biologicznego.

Ekstrakcja z materiatu biologicznego stanowi bardzo wrazliwe ogniwo
w procedurze chemiczno-toksykologiczne]. Badania nad przydatnoscig réznych
metod ekstrakcji ciggle wzbudzajg zainteresowanie, bowiem nie opracowano
dotychczas doskonatej metody izolacji ksenobiotykow z materiatu biologicznego.
Wiele stosowanych szeroko procedur ma swoje zalety i wady, najwazniejsze jest
to, aby je zna¢ doktadnie 1 umie¢ sobie radzi¢ z pojawiajgcymi sie stale
probiemami.
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Polimorfizm glikoproteiny o—2-HS w populacji Polski
potnocnej badany metodg izoelektroogniskowania
(IEF)

Polymorphism of o~2-HS glycoprotein in Polish population
analysed using isoelectricfocusing (IEF)
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Praca przedstawia badania nad polimorfizmem biatka o-2-HS w populacji Polski
pétnocnej. W probce populacyjnej 225 niespokrewnionych oséb stwierdzono wystepo-
wanie 3 alleli i 4 fenotypdw. Allel o—2-HS*1 wystepuje z czestoscig 0.680 a allel o—2—
HS*2 z czestoscig 0.318. Badana probka populacyjna znajduje sie w stanie rébwnowagi
opisanej rownaniem Hardy'ego—Weinberga. Uktad charakteryzuje sie stosunkowo niskg
heterozygotycznos$cia (0.422) oraz niskim wspofczynnikiem PIC (0.34). Przydatnosc
systemu o—2-HS do badan w genetyce sgdowej jest nieduza.

This paper presents polymorphism analysis of the 0—2-HS protein in the North Polish
population. In a population sample of 225 unrelated individuals 3 alleles and 4
phenotypes were found. Frequencies of allele 0—2-HS*1 and «-2-HS*2 are 0.680 and
0.318 respectively. The analysed population sampie is in a Hardy—Weinberg equilibrium.
System characterises low heterozygosity (0.422) and PIC index (0.34). Usefulness of the
system in forensic genetics is low.

Stowa kiuczowe: glikoproteina a—-2-HS, genetyka populacyjna,
genetyka sgdowa, izoelektroogniskowanie

Key words: o-2-HS glycoprotein, population genetics,
forensic genetics, iscelectricfocusing

WSTEP

Glikoproteina 0—2-HS (AHSG) nalezy do frakcji alfa biatek surowicy krwi
ludzkiej. Po raz pierwszy zostata opisana jako a—2-Z-globulina przez Hereman-
s'a w 1960 roku (7). Doktadniejszg analize wtasciwosci fizykochemicznych AHSG
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prowadzili w latach sze$cdziesigtych Schmidt i wsp.(13), Heimburger i wsp.(6)
i Schultze i wsp. (14). Syntetyzowana jest jak wiekszos¢ biatek surowicy
w watrobie, a jej stezenie w surowicy wynosi 40-85 mg/dL. Locus AHSG
znajduje sie na trzecim chromosomie obok locus transferyny (20).

Posrod nielicznych dotychczas opisanych funkcji biologicznych tego biatka
najwazniejsza wydajgq sie by¢: udziat w formowaniu koéci (20) | w rozwoju
embrionalnym (5). Pomimo, ze funkcja tego biatka nie jest dobrze poznana, to
jego wysokie stezenie w tkance kostnej i wysokie powinowactwo do jondéw
wapnia sugeruje, ze AHSG bierze udziat w jej syntezie, a konkretnie w procesie
mineralizacji kosci. Nalezy do grupy mniejszych glikoprotein (49 kDa). Zbudowa-
na jest z 2 tancuchdw polipeptydowych A (288 aminokwasow) i B (27 aminokwa-
sOw) potaczonych mostkiem siarczkowym. Oba fancuchy sg glikozylowane.
tancuch A w czterech miejscach a tfancuch B w jednym miejscu. tancuchy
ulegajg translacji z pojedynczego transkryptu mRNA razem z tgczacym je
fragmentem, ktéry nastepnie uiega proteolizie w trakcie obrobki potranslacyjne;.
Punkt izoelektryczny (pl) w formie natywnej biatka miesci sie w zakresie pH od
4,5 do 5,0. Desjalilacja glikoproteiny 02—HS, poprzez dziatanie neuraminidazy,
zmieniajgc tadunek biatka, podwyzsza punkt izoelekiryczny biatka do pH 5,5 (8).

Genetyczny polimorfizm o-2-HS zostat odkryty w 1977 roku przez Ander-
son'a i Anderson‘a (1) przy uzyciu elektroforezy dwukierunkowej taczacy |EF
w pierwszym kierunku z SDS-PAGE w drugim kierunku. Zidentyfikowane w tym
czasie dwa ,typy" biatka (L i N) odpowiadajg produktom: AHSG*1 i AHSG*2.
W 1983 roku Cox i wsp. (4) wykorzystali izoelektroogniskowanie i immunofiksa-
cje do badania polimorfizmu AHSG. Wykorzystujac ww. technike zidentyfikowali
trzy allele w tym dwa powszechnie wystepujgce: AHSG*1 | AHSG*2. Czestosci
ich wystepowania w populacjach europejskich dla AHSG*1 wynoszg od 0,6 do
0,7 adla AHSG*2 od 0,25 do 0,4 (4). Dalsze badania prowadzone w rdznych
grupach etnicznych pozwolily na wyrdznienie, biorgc pod uwage mase i punkt
izoelektryczny, trzech podstawowych fenotypow AHSG: 1-1, 2-1, 2-2 i rzadkich
wariantow charakterystycznych dia niektérych populacji. Najlepsze jak dotych-
czas mozliwosci rozdziatu alleli AHSG daje metoda opracowana przez Yuasa
i Umetsu (20) wykorzystujgca izoelektroogniskowanie w zelu poliakryloamido-
wym potgczone z immunoblottingiem. Wykazali, ze polimorfizm AHSG jest
zwigzany ze strukturainymi wariantami tancuchéw polipeptydowych, a konkretnie
z pojedynczymi podstawieniami w obydwu fancuchach polipeptydowych.
Najwieksza ilos¢ wariantow AHSG opisano w populacji japonskiej, w ktorej
dotychczas zidentyfikowano siedem wariantéw: AHSG*5, AHSG*6, AHSG*7,
AHSG*8, AHSG*9, AHSG*12, AHSG™15 (19,20). W populacjach europejskich
warianty AHSG pojawiajg sie bardzo rzadko (5).

Celem niniejszej pracy bylo: 1/ opracowanie warunkow rozdziatu oraz detekgji
izobiatek glikoproteiny o~2—-HS, 2/ okreslenie czestosci rozktadu alleli w probce
populacyjnej z obszaru Polski pdinocnej oraz 3/ porownanie homogennosci
rozktadu czestosci alleli w badanej populacji z innymi populacjami.
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MATERIALY | METODY

Oznaczanie fenotypow AHSG w surowicy niespokrewnionych osob.

Do badan uzyto 225 prébek surowicy od niespokrewnionych zdrowych oséb obu
pici, zamieszkujacych teren Gdanska. Swieze probki surowicy ogniskowano
bezposrednio po pobraniu lub przechowywano w temp. — 20° C do momentu
badania.

Izoelektroogniskowanie (IEF) glikoproteiny o—2-HS: Prébki rozdzielano w 450
um zelu poliakryloamidowym (5% T, 3% C) zawierajacym 5% amfoling
(Pharmalyt pH 4,2-4,9 i Pharmalyt pH 4,5-5,4 zmieszane w proporcji 1:1), 17%
(w/v) sacharoze oraz 8% (w/v) ACES jako separator. Jako anolitu i katolitu
uzywano odpowiednio 0,1 M HzPO, i 0,2 M NaOH. Zel preogniskowano
(Ultraphor LKB) przez ok. 45 min. rozpoczynajgc od 150 V do momentu
osiagniecia 550 V (przy parametrze statej mocy). Prébki nanoszono w odlegtosci
ok. 2 cm od anody. Po 25 min. rozdziatu prowadzonego przy stalym napieciu
(550 V), ogniskowano przy statej mocy przez 75 min. poczawszy od 1200 V.
Przez caty czas elektroforezy uktad chiodzono cieczg o temp. 5 °C.

Detekcja fenotypow glikoproteiny a—2—-HS przy uzyciu techniki immunoblottingu.
Po IEF w zelu poliakryloamidowym biatka przenoszono na membrane nitrocelu-
lozowg droga pasywnego transferu. Detekcje biatka prowadzono z przeciwciatem
kroliczym przeciwko o2-HS (Boehring) postepuiac analogicznie jak opisano
uprzednio (10).

Obliczenia statystyczne prowadzono wg wzordw opisanych wczesniej (11).

WYNIKI I DYSKUSJA

Identyfikacja fenotypow AHSG w probkach surowicy krwi metoda
IEF.

W badanej populacji stwierdzono trzy powszechnie wystepujace fenotypy
AHSG: AHSG 1-1, AHSG 2-1 | AHSG 2-2 oraz rzadko wystepujacy fenotyp
AHSG 3-1 (Ryc.1 sciezka 3). Obrazy fenotypéw AHSG sg zlozone i skiadajg sie
z wielu elektroforetycznych frakcji. Najnizszy punkt izoelektryczny w stanie
natywnym posiadajg izobiatka kodowane przez allel AHSG*3 (Sciezka 3),
znacznie wyzszy punkt izoelektryczny charakteryzuje izobiatka kodowane przez
najczestszy allel AHSG*1, (sciezki 1,6) natomiast zdecydowanie najwyzszy punkt
izolelektryczny posiadajg izobiatka kodowane przez AHSG*2 (Sciezka 2)
wedrujgce w strone anody najwolniej.

Znaczne uproszczenie obrazu fenotypdw AHSG uzyskuje sie poprzez zasto-
sowanie drogiej desjalilacji probek surowicy krwi za pomocg neuraminidazy (8).
Obraz staje sie prosty na tyle, ze mozliwe jest uzyskanie pojedynczego prazka
dla kazdego z wystepujgcych alleli. W zastosowanych warunkach rozdziatu
i detekcji otrzymane wyniki nie budzily jednak watpliwosci interpretacyjnych.
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Ryc. 1. Fenotypy AHSG obserwowane po IEF w 5% zelu poliakryloamidowym
i immunoblottingu.

Fig. 1. Phenotypes of AHSG obtained after IEF on 5% polyacrylamide gel and
immunoblotting.

Sciezki 1-6 przedstawiajg kolejno fenotypy: 1=1-1, 2=2-2, 3=3-1, 4=2-1, 5=2-
1, 6=1-1.

Lanes 1-6 present the following phenotypes: : 1=1-1, 2=2-2, 3=3-1, 4=2-1,
5=2-1, 6=1-1.

Genetyka populacyjna AHSG

W grupie 225 niespokrewnionych oséb z obszaru Polski Pdinocnej stwierdzo-
no obecnos$¢ trzech alleli AHSG: AHSG*1, AHSG*2, AHSG*3 oraz czterech
fenotypow AHSG: AHSG 1-1, AHSG 2-1, AHSG 2-2, AHSG 3-1 z szesciu
teoretycznie mozliwych.

Tabela 1 przedstawia rozklad czestosci obserwowanych i oczekiwanych fenoty-
pow AHSG oraz rozklad czgstosci genowych dia badane] populacji. W badanej
populacji stwierdzono obecnosé trzech alieli, z kiorych najbardziej powszechnym
jest allel AHSG*1 stanowigcy 68% badanej populacji. Allel AHSG*2 wystepuje
z czestoscig 31,8%, natomiast AHSG*3 z czestoscig ponizej 0,5%.
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Badanie zgodnosci rozkiadu fenotypoéw obserwowanych | oczekiwanych
z réwnaniem Hardy'ego-Weinberga (HW) przy zastosowaniu testu ¥° nie wykazato
odstepstwa od reguly dajgc wartos¢ sumy x2 = 0,1545 i 0,6<P<0,7, dla 1 stopnia
swobody.

Przedstawione w niniejszej pracy czestosci alleli AHSG sa zblizone do cze-
stosci obserwowanych dla innych populacji europejskich, m.in.. niemieckiej
{9,20), brytyjskiej (18), francuskiej (12), wioskie] (3). Tabela 2 pokazuje, ze
najczesciej wystepujacymi allelami w wyzej wymienionych populacjach, tak jak
w badanej populacji sg allele AHSG*1 AHSG*2, ktore pojawiajg sie z czestoscig
odpowiednio 0,625-0,7472 i 0,2507-0,375. W populacji Polski pdinocnej zostat
zidentyfikowany rzadko wystepujacy wariant AHSG*3 (0,002) wystepujacy
rowniez w innych populacjach europejskich (20). Poréwnanie czestosci alleli
AHSG*1 i AHSG™2 wystepujacych w badanej populacji z czestosciami obserwo-
wanymi w populacji Niemiec, Wielkie] Brytanii, Francji nie wykazato znamiennych
statystycznie réznic dla alleli AHSG*1 | AHSG*2 (Tab. 2). Inny rozkiad czestosci
alleli AHSG obserwuje sie dla populacji Wioch (3). Allelem najczesciej wystepu-
jacym w tej populacji jest rowniez AHSG*1 (0,7472). Czestos¢ wystepowania
AHSG*1 w populacji wtoskiej znacznie przewyzsza czestosci wystepowania tego
allela w innych populacjach europejskich szczegodlnie potnocno-europejskich.
Wydaje sie, ze w miare przesuwania si€¢ na potudnie Europy obserwuje sie
wzrost czestosci wystepowania allela AHSG*1 przy jednoczesnym obnizeniu
czestosci wystepowania allela AHSG*2. Obok dwu powszechnie wystepujacych
alleli AHSG*1 | AHSG*2 w populacji wioskiej zidentyfikowano allel AHSG*10
typowy dla populacji afrykanskich, charakteryzujacy sie punktem izoelektrycznym
znajdujgcym sie pomiedzy produktami AHSG*1 i AHSG*2 (16).

Tabela 3 przedstawia statystyczne poréwnanie homogennosci rozkiadu
czestosci alleli pomiedzy populacjg polskg a innymi krajami. Pordéwnanie
rozkladu czestosci alleli AHSG pomiedzy roéznymi populacjami nie wykazato
znamiennych statystycznie roznic poréwnujac populacje polskg z niemieckg,
brytyjska i francuska. Natomiast znamienne statystycznie réznice w rozkiadzie
alleli AHSG zaobserwowano poréwnujac populacje polska i wioska (prawdopo-
dobienstwo réwne P=0,0080).

Obliczone warto$ci heterozygotycznosci obserwowanej i oczekiwanej + biad
standardowy sg zblizone (Tab. 1) i wynoszg odpowiednio 0.4222 i 0.43460 +
0.0314. Wartosc PIC dla badanej probki populacyjnej jest niska (0.34) swiadczac
o niskim stopniu polimorfizmu, a tym samym o matej przydatnosci badanego
biatka do celdéw identyfikacyjnych. Jednak w przypadku braku mozliwosci
wyizolowania DNA badanie polimorfizmu biatka AHSG mogloby niewatpliwie
dostarczy¢ chociaz czesci informacji potrzebnej do identyfikacji osobnicze;.
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Tabela |. Rozktad obserwowanych i oczekiwanych czestosci fenotypow AHSG
oraz czestosci genowych dla populacji Polski pothocne;.

Table |. Observed and expected frequencies distribution of AHSG phenotypes
and allete frequency for population of Northern Poland.

Fenotyp Wartos¢ obserwowana ; Wartos¢ oczekiwana | Czestos¢ genowa

Phenotype | Observed number Expected number Allele frequencies
N % N %

1-1 105 46,7 104,2 46,3 AHSG*1=0,680

2-1 95 42,2 97,5 43,4 AHSG*2=0,318

2-2 24 10,7 22,7 10,1 AHSG*3=0,002

1-3 1 0,4 0,6 0,2

Suma 225 100 225 100 1

Hes =0.4222, Observed heterozygosity=0.4222; Hoce= 0.4346, Expected
heterozygosity = 0.4346; biad statystyczny dla h=0.0314, standard error
h=0.0314; PIC=0.34

Tabela ll. Poréwnanie czestosci genowych alleli AHSG dla réznych populacji
europejskich.
Table 1l. Comparison of AHSG allele frequencies for different European

populations.
Kraj N Czestosé Czestos¢ Inne Pismiennictwo
Country (Frequency) (| (Frequency) Others Bibliography
AHSG*1 AHSG™2
Niemcy (Germany, Munster) | 168 0,625 0,375 - (20)
Niemcy (Germany, Hessen) | 197 0,655 0,340 0,005 a) 9)
W. Brytania (UK) 382 0,6466 0,3469 0,0052 b) (18)
0.0013 ¢)

Francja (France) 240 0,7167 0,2750 0,0083 b) (12)
Wiochy (ltaly) 700 0,7472 0,2507 0,021 ¢) 3)
Japonia (Japan) 400 0,7450 0,2475 0,0075 d) (19)
USA (Biali Amerykanie) 150 0,6533 0,3467 - (2)
Polska Pin. (North Poland) 225 0,680 0,318 0,002 b)

a) niezidentyfikowany wariant (unidentified variant) b) AHSG*3 ¢) AHSG*10 d)
AHSG*7 i AHSG*8
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Tabela Ill. Poréwnanie homogennosci rozkiadu czestosci alleli AHSG pomiedzy
populacjg polskg a innymi krajami europejskimi.

Table lll. Comparison of homogeneity distribution of AHSG alleles among
Polish and other European populations

Populacja (Poputation) x2 P
PL x N 1 (20) 0,5493 0,4690+0,0158
PL x W.B. (18) 1,1062 0,3210+0,0148
PLxF (12) 2,0408 0,1470+0,0112
PLxN2(9) 2,7981 0,0950+0,0093
PL xW (3) 7,8252 0,0080+0,0028

Legenda: PL - Polska (Poland), N1 — Niemcy (Germany, Minster), W.B. —
W. Brytania (UK), F — Francja (France), N2 — Niemcy (Germany, Hessen), W —
Wiochy (ltaly).
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