
Akademia Medyczna w Gda�sku 

Katedra i Zakład Biochemii AMG 

 

 

 

Narcyz Knap 

 

 

Oczyszczanie białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej, 

otrzymywanie specyficznych przeciwciał przeciwko temu białku i ich 

zastosowanie w metodzie ELISA 

 

 

Praca na stopie� doktora nauk medycznych 

 

 

 

 

 

 

Promotor: Prof. dr hab. med. Julian �wierczy�ski 

Kierownik Katedry i Zakładu Biochemii 

Akademii Medycznej w Gda�sku 

 

 

 

 

 

 

 

Gda�sk 2005 



 2

Spis tre�ci 

1. Wykaz stosowanych skrótów............................................................................... 5 

2. Wst�p ................................................................................................................... 9 

3. Cele pracy .......................................................................................................... 27 

4. Materiały ............................................................................................................ 28 

4.1. Odczynniki ................................................................................................. 28 

4.1.1. Bufor AP z substratami dla alkalicznej fosfatazy stosowany w 

technice Western-blotting i dot-blotting. ........................................................... 28 

4.1.2. Bufor do transferu mokrego............................................................... 28 

4.1.3. Bufor w�glanowy do testu ELISA ..................................................... 29 

4.1.4. Bufor do płukania płytki ELISA........................................................ 29 

4.1.5. Bufor blokuj�cy do testu ELISA........................................................ 29 

4.1.6. Bufor z substratem dla AP stosowany w metodzie ELISA ............... 29 

4.2. Materiał biologiczny .................................................................................. 30 

4.2.1. w�troba ludzka ................................................................................... 30 

4.2.2. serce ludzkie....................................................................................... 30 

4.2.3. krew.................................................................................................... 30 

4.2.4. �ół� ..................................................................................................... 30 

4.3. Zwierz�ta do�wiadczalne ........................................................................... 31 

4.3.1. króliki ................................................................................................. 31 

4.3.2. szczury rasy Wistar ............................................................................ 31 

5. Stosowane metody ............................................................................................. 32 

5.1. Izolacja L-FABP z w�troby ludzkiej.......................................................... 32 

5.1.1. Homogenizacja w�troby ludzkiej....................................................... 32 

5.1.2. Otrzymywanie ekstraktu w�trobowego.............................................. 32 

5.1.3. Otrzymywanie frakcji cytosolu w�trobowego ................................... 32 

5.1.4. Denaturacja termiczna frakcji cytosolu w�trobowego....................... 32 

5.1.5. Delipidacja denaturowanej termicznie frakcji cytosolu w�trobowego

 33 

5.1.6. S�czenie molekularne na �elu Sephadex G-50 Superfine.................. 33 

5.1.7. Analiza elektroforetyczna białka metod� SDS-PAGE....................... 34 

5.1.8. Test wi�zania wolnych kwasów tłuszczowych z białkiem ................ 36 

5.1.9. Liofilizacja ......................................................................................... 37 



 3

5.1.10. S�czenie molekularne na �elu BioGel P-10 ....................................... 37 

5.1.11. Ultrafiltracja ....................................................................................... 38 

5.1.12. Ocena homogenno�ci białka metod� SDS-PAGE na �elu 

gradientowym..................................................................................................... 38 

5.1.13. Chromatografia jonowymienna –  DEAE Sephadex A-25 ................ 40 

5.1.14. Elektroforeza preparatywna ............................................................... 41 

5.2. Produkcja poliklonalnych przeciwciał anty-L-FABP ................................ 42 

5.2.1. Pobranie surowicy „zerowej” (kontrola negatywna) ......................... 42 

5.2.2. Pierwsza dawka antygenu (dzie� 0.).................................................. 43 

5.2.3. Pierwsza dawka przypominaj�ca (dzie� 28.) ..................................... 43 

5.2.4. Druga dawka przypominaj�ca (dzie� 56.) ......................................... 43 

5.2.5. Skrwawienie królika (dzie� 70.) ........................................................ 43 

5.2.6. Immunodetekcja specyficznych przeciwciał anty-L-FABP metod� 

dot-blotting......................................................................................................... 44 

5.2.7. Izolacja immunoglobulin IgG z surowicy królika ............................. 45 

5.2.8. Kontrola specyficzno�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-FABP

 46 

5.2.9. Kontrola czuło�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-FABP....... 48 

5.3. Ilo�ciowe oznaczanie L-FABP w materiale biologicznym metod� 

kompetycyjnego testu ELISA ................................................................................ 51 

5.4. Model zwierz�cy ostrej niewydolno�ci w�troby indukowanej 

galaktozamin� ........................................................................................................ 56 

6. Analiza statystyczna........................................................................................... 58 

7. Wyniki................................................................................................................ 59 

7.1. Oczyszczanie białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej .... 59 

7.1.1. Rozdział denaturowanej termicznie frakcji cytosolu  w�troby ludzkiej 

na kolumnie Sephadex G–50 ............................................................................. 59 

7.1.2. Analiza elektroforetyczna białka metod� SDS-PAGE....................... 60 

7.1.3. Test wi�zania wolnych kwasów tłuszczowych z białkiem ................ 60 

7.1.4. S�czenie molekularne na �elu BioGel P-10 ....................................... 61 

7.1.5. Ocena homogenno�ci białka zebranego z kolumny BioGel P-10 

metod� SDS-PAGE na �elu gradientowym ....................................................... 62 

7.1.6. Chromatografia jonowymienna – Sephadex A-25............................. 63 



 4

7.1.7. Elektroforetyczna analiza frakcji zebranych z kolumny 

jonowymiennej Sephadex A-25 ......................................................................... 64 

7.1.8. Elektroforeza preparatywna ............................................................... 65 

7.2. Otrzymywanie specyficznych przeciwciał przeciwko izoformie 

w�trobowej białka wi���cego kwasy tłuszczowe .................................................. 66 

7.2.1. Immunodetekcja specyficznych przeciwciał anty-L-FABP metod� 

dot-blotting......................................................................................................... 66 

7.2.2. Kontrola specyficzno�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-FABP

 67 

7.2.3. Kontrola czuło�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-FABP....... 68 

7.3. Zastosowanie przeciwciał w metodzie ELISA do oznaczania izoformy 

w�trobowej ludzkiego białka wi���cego kwasy tłuszczowe w materiale 

biologicznym.......................................................................................................... 69 

7.3.1. Kompetycyjny test ELISA ................................................................. 69 

7.3.2. Okre�lenie czuło�ci metody ............................................................... 70 

7.3.3. Okre�lenie powtarzalno�ci metody .................................................... 71 

7.3.4. Okre�lenie dokładno�ci metody ......................................................... 72 

7.3.5. Kontrola specyficzno�ci narz�dowej immunoglobulin anty-L-FABP72 

7.3.6. Kontrola specyficzno�ci gatunkowej immunoglobulin anty-L-FABP

 73 

7.3.7. Oznaczanie L-FABP w ekstrakcie w�troby ludzkiej ......................... 73 

7.3.8. Oznaczanie L-FABP w �ółci.............................................................. 76 

7.3.9. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych z potwierdzon� 

laboratoryjnie patologi� w�troby ....................................................................... 79 

7.3.10. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych ze stwierdzon� 

klinicznie ostr� niewydolno�ci� w�troby ........................................................... 83 

7.3.11. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi szczurów z ostr� 

niewydolno�ci� w�troby indukowan� galaktozamin�........................................ 87 

7.3.12. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych z przewlekł� 

niewydolno�ci� nerek......................................................................................... 88 

8. Dyskusja............................................................................................................. 90 

9. Streszczenie...................................................................................................... 107 

10. Wnioski ........................................................................................................ 109 

11. Pi�miennictwo.............................................................................................. 110 



 5

1. Wykaz stosowanych skrótów 

ACBP – białko wi���ce acylo-koenzym A (z ang. acyl-CoA-binding protein) 

A-FABP – izoforma białka wi���cego kwasy tłuszczowe charakterystyczna dla 

tkanki tłuszczowej (z ang. Adipocyte Fatty Acid Binding Protein) 

Ala – alanina 

AlAT – aminotransferaza alaninowa (GPT) 

AP – fosfataza alkaliczna (z ang. Alkaline Phosphatase) 

APS – nadsiarczan amonu (z ang. Amonium Persulphate) 

Asn – asparagina 

Asp – asparaginian 

AspAT – aminotransferaza asparaginianowa (GOT) 

ATP – trifosforan adenozyny 

BCIP – Bromo-Chloro-Indolylo-Phosphate 

B-FABP – izoforma mózgowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Brain 

Fatty Acid Binding Protein) 

BioGel P-10 – poliakrylamid stosowany jako �el do s�czenia molekularnego 

BSA – albumina bydl�ca (z ang. Bovine Serum Albumine) 

C/EBP – białko wi���ce sekwencj� wzmacniaj�c� CCAAT (z ang. 

CCAAT/Enhancer-Binding Protein) 

CCAAT – sekwencja wzmacniaj�ca, wyst�puj�ca w regionach promotorowych 

wielu genów, która odwracalnie wi��e białko C/EBP  

Coomassie Brilliant Blue R-250 – barwnik stosowany do detekcji białka 

CRABP – białko wi���ce kwas retinojowy (z ang. Cellular Retinoic Acid Binding 

Protein) 

CRBP – białko wi���ce retinol (z ang. Cellular Retinol Binding Protein) 

Cys – cysteina 

DEAE Sephadex A-25 – pochodna polimeru dekstranu (Diethylaminoethyl 

Sephadex) o wła�ciwo�ciach wymieniacza anionowego stosowana w chromatografii 

DHFA – Dihydro-Formamid 

E-FABP – izoforma naskórkowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. 

Epidermal Fatty Acid Binding Protein) 

ELISA – Enzymatyczny Test Immunoadsorpcji (z ang. Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) 
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EPA – kwas eikozapentaenowy (z ang. Eicosapentaenoic Acid) 

FAAR – receptor aktywowany przez kwas tłuszczowy (z ang. Fatty Acid-Activated 

Receptor) 

FABP – białko wi���ce kwasy tłuszczowe (z ang. Fatty Acid Binding Protein) 

FABPpm – błonowe białko wi���ce kwasy tłuszczowe (z ang. Plasma Membrane 

Fatty Acid Binding Protein) 

FARE – sekwencja odpowiedzi na kwas tłuszczowy (z ang. Fatty Acid Response 

Element) 

FasL – ligand receptora FasR (CD95L) 

FasR – receptor Fas (Fas, CD95) 

FAT – translokaza kwasów tłuszczowych (z ang. Fatty Acid Translocase) 

FATP – białko transportuj�ce kwasy tłuszczowe (z ang. Fatty Acid Transport 

Protein) 

FFA – wolny kwas tłuszczowy (z ang. Free Fatty Acid) 

GGTP – gamma-glutamylotranspeptydaza 

GRE – sekwencja odpowiedzi na glukokortykoidy (z ang. Glucocorticoid Response 

Element) 

HDL – lipoproteina o wysokiej g�sto�ci (z ang. High Density Lipoprotein) 

H-FABP – izoforma sercowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Heart 

Fatty Acid Binding Protein) 

Hsp – białko szoku termicznego (z ang. Heat Shock Protein) 

I-FABP – izoforma jelitowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Intestinal 

Fatty Acid Binding Protein) 

I-LBP – izoforma białka wi���cego kwasy tłuszczowe charakterystyczna dla jelita 

kr�tego (z ang. Ileal Lipid Binding Protein) 

Immobilon P – membrana (Polyvinylidene Difluoride Membrane) stosowana w 

technice Western-blotting 

KCl – chlorek potasu 

kD – kiloDalton (kilojednostka masy atomowej) 

LDL – lipoproteina o niskiej g�sto�ci (z ang. Low Density Lipoprotein) 

L-FABP – izoforma w�trobowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Liver 

Fatty Acid Binding Protein) 

L-FABP-SSG – białko L-FABP zwi�zane z glutationem przez mostek 

dwusiarczkowy 
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Lipidex 1000 – Hydroxyalkoxypropyl Dextran Type VI (zło�e lipofilne) 

LXR� – receptor j�drowy aktywowany przez oksysterol, tzw. w�trobowy receptor X 

(z ang. Liver X Receptor)  

Met – metionina 

M-FABP – izoforma mielinowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Myelin 

Fatty Acid Binding Protein) 

MgCl2 – siarczan magnezu 

mRNA – informacyjny kwas rybonukleinowy 

n – liczebno�� populacji statystycznej 

Na2CO3 – dwuzasadowy w�glan sodowy 

NaCl – chlorek sodu 

NaHCO3 – jednozasadowy w�glan sodowy 

NaN3 – azydek sodu 

NBT – Nitro Blue Tetrazolium 

NMR – magnetyczny rezonans j�drowy (z ang. Nuclear Magnetic Resonance) 

OD – g�sto�� optyczna (absorbancja), z ang. Optical Density 

PA-FABP – białko wi���ce kwasy tłuszczowe zwi�zane z łuszczyc� (z ang. 

Psoriasis-Associated Fatty Acid-Binding Protein) 

PBS – buforowany roztwór soli fizjologicznej (z ang. Phosphate Buffered Saline) 

pH – odczyn kwasowo�ci 

pI – punkt izoelektryczny 

pNPP – fosforan para-nitrofenolu (z ang. para-NitroPhenyl Phosphate) 

PPAR – receptor aktywowany przez proliferator peroksysomalny (z ang. 

Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) 

PPRE – czynnik odpowiedzi na proliferator peroksysomalny (z ang. Peroxisome 

Proliferator Response Element) 

RIA – test radioimmunochemiczny (z ang. Radioimmunoassay) 

rozdz. – rozdział lub podrozdział niniejszego opracowania 

RXR – receptor retinoidowy X (z ang. Retinoid Receptor X) 

SAS – powierzchnia białka dost�pna dla rozpuszczalnika (z ang. Solvent Accessible 

Surface) 

SCP – białko przenosz�ce sterol (z ang. Sterol-Carrier Protein) 

SD – odchylenie standardowe 

SDS – Siarczan Dodecylu Sodu (z ang. Sodium Dodecyl Sulphate) 
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SDS-PAGE – Elektroforeza na �elu poliakrylamidowym (z ang. Sodium Dodecyl 

Sulphate – PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) 

SEM – standardowy bł�d �redniej arytmetycznej 

Sephadex G-50, G-25 – polimer dekstranu stosowany jako �el do s�czenia 

molekularnego 

TEMED – N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine 

T-FABP – izoforma j�drowa białka wi���cego kwasy tłuszczowe (z ang. Testicular 

Fatty Acid Binding Protein) 

Thr – treonina 

Trizma ®base – 2-amino-2-(hydroksymetylo)-1,3-propandiol 

Tween 20 – Polyethylene glycol sorbitan monolaurate 

Tyr – tyrozyna 

V0 – obj�to�� pró�na kolumny chromatograficznej 

Ve – obj�to�� elucji, tj. całkowita obj�to�� eluatu uzyskana do okre�lonej frakcji 

(wł�cznie) 

Vf – obj�to�� frakcji zbieranych z kolumny chromatograficznej 

VLDL – lipoproteina o bardzo niskiej g�sto�ci (z ang. Very Low Density 

Lipoprotein) 

VS – obj�to�� wyj�ciowa próbki rozdzielanej metod� chromatografii kolumnowej 

vs. – w porównaniu z (z łac. versus) 

VT – całkowita obj�to�� zło�a w kolumnie chromatograficznej 

 

 

 

 



 9

2. Wst�p 

Metabolizm lipidów ma fundamentalne znaczenie dla struktury i funkcji komórki. 

Zwi�zki chemiczne nale��ce do tej grupy s� z definicji nierozpuszczalne lub słabo 

rozpuszczalne w wodzie. W organizmie człowieka wyst�puj� białka, które mog� 

odwracalnie wi�za� niektóre lipidy, jak kwasy tłuszczowe, triacyloglicerole, 

fosfolipidy, cholesterol i jego estry, hormony steroidowe czy witaminy 

rozpuszczalne w tłuszczach. Klasyfikacja białek wi���cych lipidy jest niedoskonała i 

ma charakter akademicki. Zwykle wyró�nia si� wysoce niejednorodn� grup� 

zewn�trzkomórkowych transporterów zwi�zków lipidowych, do której nale��, m.in. 

albumina, lipoproteiny osocza krwi, �-fetoproteina, białko wi���ce witamin� D, 

lipokaliny z 	-laktoglobulin�, oraz specyficzne białka wi���ce hormony płciowe. 

Grupa błonowych białek wi���cych kwasy tłuszczowe obejmuje, m.in. FABPpm, 

FAT, FATP, które bior� udział w transporcie kwasów tłuszczowych przez błon� 

cytoplazmatyczn�. Wreszcie do wewn�trzkomórkowych białek wi���cych lipidy 

zalicza si�, m.in. białko wi���ce acylo-CoA (ACBP), białko przenosz�ce sterole 

(SCP-2), S-transferaz� glutationu, białko szoku termicznego Hsp70 oraz grup� 

cytosolowych białek wi���cych kwasy tłuszczowe (FABP), do których ze wzgl�du 

na podobie�stwo strukturalne zalicza si� równie� białka komórkowe wi���ce retinol 

lub kwas retinojowy (CRBP i CRABP) [1-4]. W �rodowisku wodnym komórki, 

lipidy mog� by� wi�zane przez szereg ró�nych białek w zale�no�ci od rodzaju lipidu 

oraz specyfiki komórki b�d
 tkanki. 

Badania nad rodzin� białek wi���cych kwasy tłuszczowe maj� stosunkowo niedług� 

aczkolwiek ugruntowan� tradycj�. W 1972 r. Robert Ockner i wsp. [5] 

opublikowali pierwsze doniesienie na temat białek wi���cych kwasy tłuszczowe 

zlokalizowanych w �luzówce jelita, w�trobie, mi��niu sercowym i innych tkankach. 

Obecnie wyró�nia si� przynajmniej 9 typów białek wi���cych kwasy tłuszczowe, 

których nazwy b�d
 ich angloj�zyczne akronimy tworzone s� w zale�no�ci od 

narz�du lub tkanki, w których wyst�puj� najbardziej obficie lub w których wykryto 

je po raz pierwszy (Tabela 1) [1,6]. Niektóre narz�dy zawieraj� rozmaite izoformy 

FABP w ró�nych typach komórek, jak np. mózg, nerka czy �oł�dek. Zdarza si�, �e 

kilka izoform FABP wyst�puje w tej samej komórce, np. w enterocycie [1,4]. 
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Tabela 1. Izoformy białek wi���cych kwasy tłuszczowe (FABP) wraz z lokalizacj� 

narz�dow� w organizmie człowieka. 

 
Izoforma 

FABP 
Lokalizacja narz�dowa 

1. L-FABP w�troba, jelito, �oł�dek, nerka, prostata, trzustka, ło�ysko, płuco 

2. I-FABP jelito, �oł�dek 

3. H-FABP 
serce, aorta, mi�sie� szkieletowy, mi�sie� gładki, nerka, mózg, 

płuco, �oł�dek, ło�ysko, nadnercza, j�dro, jajnik, gruczoł piersiowy 

4. A-FABP tkanka tłuszczowa 

5. E-FABP skóra, �ródbłonek, mózg, soczewka oka, siatkówka 

6. I-LBP jelito kr�te, �oł�dek, jajnik, nadnercza 

7. B-FABP mózg, komórki Browicza-Kupfera 

8. M-FABP obwodowy układ nerwowy 

9. T-FABP j�dro 

 

Białka wi���ce kwasy tłuszczowe zbudowane s� z pojedynczego ła�cucha 

polipeptydowego (o masie cz�steczkowej 14 – 15 kD), zło�onego ze 127 - 135 reszt 

aminokwasowych. Struktura trzeciorz�dowa białek FABP jest wysoce 

konserwatywna pomimo tego, �e homologia sekwencji aminokwasowej pomi�dzy 

ró�nymi izoformami wyst�puj�cymi u człowieka wykazuje stosunkowo znacz�c� 

rozbie�no�� 22% - 67% (wg analizy programem BLAST). Wszystkie izoformy 

FABP zbudowane s� z 10 przeciwrównoległych 	-wst��ek zorganizowanych w 2 

ortogonalne 	-harmonijki oraz 2 krótkich �-helis tworz�cych razem 

charakterystyczn� struktur� przestrzenn� okre�lan� mianem 	-beczułki. Struktur� 

trzeciorz�dow� białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby szczura (82% 

homologii z ludzkim L-FABP) przedstawiono na ryc. 1. 

Hydrofobowy ligand (np. kwas tłuszczowy) wi��e si� z białkiem w wewn�trznej 

„kieszeni” strukturalnej wypełnionej wod�, która stanowi nawet do 10% obj�to�ci 

cz�steczki białka [1,4,7]. Zwi�zany z białkiem kwas tłuszczowy przyjmuje 

zazwyczaj konformacj� litery „U”. Wyj�tkiem s� białka I-FABP oraz A-FABP 

wymuszaj�ce bardziej prostoliniow� struktur� zwi�zanego liganda [4,8,9]. Acylowy 

fragment kwasu tłuszczowego lokalizuje si� wewn�trz białka FABP, gdzie 

stabilizuj� go wi�zania hydrofobowe bocznych ła�cuchów aminokwasów 

niepolarnych, natomiast hydrofilowa grupa karboksylowa jest stabilizowana sieci� 

wi�za� wodorowych tworzonych zwykle przez reszty argininy, tyrozyny, a w 

niektórych przypadkach treoniny oraz uporz�dkowane cz�steczki wody [4,6,8]. 
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Ryc. 1. Struktura trzeciorz�dowa białka L-FABP z w�troby szczura wygenerowana 

przy pomocy programu Rasmol v.2.6. Kolorem niebieskim zaznaczono 	-wst��ki, 

kolorem czerwonym �-helisy. 

 

Obie �-helisy pełni� rol� strukturalnej „klapki” zamykaj�cej „kiesze�”, która 

oddziela hydrofobowy ligand od powierzchni dost�pnej dla wody. Mechanizm 

wi�zania liganda polega na jego wymianie z cz�steczkami wody wypełniaj�cymi 

wewn�trzn� „kiesze�” wi���c�. Sugeruje si�, �e woda wypełniaj�ca „kiesze�” 

stabilizuje struktur� przestrzenn� cz�steczki apo-białka, podobnie jak zwi�zany 

ligand stabilizuje struktur� holo-białka. Skład aminokwasowy „kieszeni”, 

zbudowanej z aminokwasów tak polarnych jak i niepolarnych, determinuje rodzaj 

wi�zanego liganda oraz powinowactwo z jakim wi��e si� on z FABP. Wnikliw� 

analiz� struktury przestrzennej izoform FABP umo�liwiły badania krystalograficzne 
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[8,10-13]. Jednak trudno�ci techniczne zwi�zane uzyskaniem formy krystalicznej 

niektórych białek, m.in. ludzkiej izoformy L-FABP, spowodowały �e w ostatnich 

latach coraz cz��ciej wykorzystuje si� metod� magnetycznego rezonansu j�drowego 

(NMR) do analizy natywnej struktury przestrzennej białka FABP w roztworze [14-

18]. 

Wi�kszo�� białek FABP wi��e długoła�cuchowe kwasy tłuszczowe, chocia� niektóre 

izoformy wykazuj� zgoła inn� specyfik�, jak chocia�by białko I-LBP (gastrotropina) 

wi���ce głównie kwasy �ółciowe w jelicie kr�tym lub izoforma w�trobowa (L-

FABP) wykazuj�ca stosunkowo szerokie powinowactwo do ligandów 

hydrofobowych, m.in. kwasów tłuszczowych oraz ich estrów z L-karnityn�, 

tioestrów z koenzymem A, fosfolipidów, soli kwasów �ółciowych, bilirubiny, hemu, 

eikozanoidów, hormonów steroidowych, niektórych ksenobiotyków 

(bromosulfoftaleina) a tak�e leków hipolipemicznych z grupy fibratów [4,6,19,20]. 

Zasadniczo białka FABP wi��� ligandy w stosunku molowym 1 : 1. Wyj�tkiem jest 

białko L-FABP, które mo�e wi�za� kwasy tłuszczowe w stosunku molowym 2 : 1 

[8]. W odniesieniu do białka H-FABP, niektóre publikacje szacuj� stechiometri� 

wi�zania kwasów tłuszczowych na poziomie 0,5 : 1, co tłumaczy si� skłonno�ci� H-

FABP do dimeryzacji [4,21,22].  

Geny koduj�ce białka FABP s� zlokalizowane u człowieka w chromosomach: 1, 2, 4, 

5, 6, 8. Odznaczaj� si� podobn� struktur�, obejmuj�c� 4 eksony oraz 3 introny. 

Sekwencja nukleotydowa genów białek FABP (z wyj�tkiem T-FABP) jest znana. 

Najbardziej konserwatywny charakter wykazuje ekson 1, który prawdopodobnie 

koduje sekwencj� polipeptydow� warunkuj�c� powinowactwo białek FABP do 

ligandów hydrofobowych. W regionach promotorowych genów koduj�cych białka 

FABP odkryto szereg sekwencji regulatorowych, m.in. PPRE, FARE, GRE oraz 

CCAAT, które odgrywaj� istotn� rol� w regulacji ekspresji tych genów poprzez 

oddziaływanie z odpowiednimi czynnikami transkrypcyjnymi. J�drowe czynniki 

transkrypcyjne bior�ce udział w regulacji ekspresji genów FABP mog� by� 

bezpo�rednio aktywowane przez rozmaite ligandy hydrofobowe, m.in. proliferatory 

peroksysomów, glikokortykosteroidy, kwasy tłuszczowe, kwasy �ółciowe, 

prostaglandyny, leukotrieny [4,7,23]. Aktywowany przez hydrofobowy ligand 

czynnik transkrypcyjny, np. PPAR� (z ang. Peroxisome Proliferator-Activated 

Receptor) tworzy heterodimeryczny kompleks z receptorem retinoidowym (RXR�) i 
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w takiej postaci oddziałuje z odpowiedni� sekwencj� regulatorow� promotora, w tym 

przypadku PPRE [2,24]. Z reguły czynniki transkrypcyjne moduluj�ce ekspresj� 

genów FABP oddziałuj� równie� z promotorami genów koduj�cych enzymy 

uczestnicz�ce w metabolizmie lipidów. Wykazano, �e receptor PPAR� wyst�puje 

głównie w tkankach charakteryzuj�cych si� wysok� aktywno�ci� 	-oksydacji 

kwasów tłuszczowych, a wi�c w w�trobie, sercu, nerce, mi��niach szkieletowych i 

reguluje utlenianie kwasów tłuszczowych [23]. Konsekwencj� aktywacji receptora 

PPAR� jest, m.in. indukcja ekspresji syntetazy acylo-CoA [25], 

palmitoilotransferazy karnitynowej I [26,27] i II [28], lipazy lipoproteinowej [29] 

oraz białka L-FABP [30,31], co prowadzi do wzrostu tempa 	-oksydacji kwasów 

tłuszczowych zarówno peroksysomalnej, jak i mitochondrialnej [23]. Ponadto 

aktywny czynnik PPAR� stymuluje remodeling lipoprotein w hepatocycie i 

wydzielanie VLDL o mniejszej zawarto�ci triacylogliceroli [32], a tak�e indukuje 

transkrypcj� m-RNA białek wchodz�cych w skład lipoprotein o du�ej g�sto�ci 

(HDL), tj. ApoA-I i ApoA-II [33,34]. Przypuszczalnie, obserwowana równolegle 

indukcja receptora j�drowego LXR� stymuluj�cego konwersj� cholesterolu do 

kwasów �ółciowych [35], jak równie� wzrost ekspresji genu Mdr2 (kanalikowy 

translokator fosfolipidów) bior�cego udział w procesie sekrecji �ółci [36], mo�e 

tłumaczy� obni�enie osoczowego poziomu potencjalnie mia�d�ycogennej frakcji 

cholesterolu LDL w trakcie terapii lekami hipolipemicznymi z grupy fibratów. 

Insulina powoduje zmniejszenie poziomu mRNA receptora PPAR� w hepatocycie, 

natomiast kwasy tłuszczowe i deksametazon wywieraj� przeciwstawny wpływ na 

poziom tego transkryptu [37]. Receptor PPAR� charakterystyczny zwłaszcza dla 

tkanki tłuszczowej, cho� wyst�puj�cy równie� w w�trobie, sercu, mi��niach i nerce, 

moduluje aktywno�ci enzymatyczne zwi�zane z biosyntez� lipidów [24]. Głodzenie 

powoduje ponad 80% obni�enie poziomu mRNA receptora PPAR� w mysich 

adipocytach, podczas gdy dieta bogatotłuszczowa powoduje prawie 50% wzrost 

poziomu tego transkryptu w tkance tłuszczowej [38]. Najbardziej 

rozpowszechniony w tkankach ssaków jest receptor PPAR�, okre�lany równie� 

mianem PPAR	 lub FAAR, czyli receptor aktywowany przez kwasy tłuszczowe. 

Sugeruje si�, �e reguluje on ekspresj� genów koduj�cych białka bior�ce udział w 

procesach transportu i aktywacji kwasów tłuszczowych, a wi�c równie� białka FABP 

[1,24,39]. Poniewa� poziom ligandów hydrofobowych oraz ich dost�pno�� w j�drze 
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komórkowym jest zale�na od poziomu białka FABP w komórce, uwa�a si� �e w 

pewnym stopniu wyst�puje tu zjawisko autoregulacji ekspresji genu. Kwasy 

tłuszczowe, w zale�no�ci od długo�ci ła�cucha wodorow�glowego oraz stopnia 

nienasycenia, wykazuj� ró�ne powinowactwo do czynników PPAR, podobnie jak z 

ró�nym powinowactwem wi��� si� z białkami FABP. Zarówno w�trobowa izoforma 

L-FABP, jak i receptor PPAR� oraz PPAR� charakteryzuj� si� znamiennie wy�szym 

powinowactwem w stosunku do wielonienasyconych kwasów tłuszczowych 

[6,40,41]. Wykazano, �e kwas eikozapentaenowy (EPA - 20:5) szczególnie silnie 

aktywuje czynniki transkrypcyjne PPAR� i PPAR�, a w konsekwencji katabolizm 

lipidów w komórce [42,43]. Przypuszcza si�, �e ten mechanizm mo�e tłumaczy� 

korzystny wpływ wielonienasyconych -3 kwasów tłuszczowych (w tym EPA) na 

obni�enie poziomu triacylogliceroli w osoczu krwi człowieka [41]. 

Regulacja transkrypcji genów FABP jest zło�ona i w znacznym stopniu niejasna. 

Wiadomo natomiast, �e du�e znaczenie w tym procesie odgrywaj� ogólnoustrojowe 

mechanizmy neurohormonalne kontroluj�ce metabolizm lipidów. Udowodniono, �e 

insulina powoduje wzrost poziomu mRNA białka A-FABP oraz L-FABP, za� 

niedobór insuliny u szczurów z cukrzyc� indukowan� streptozotocyn� przeciwnie, 

powoduje zmniejszenie poziomu transkryptu w komórce [44]. Udokumentowano 

wpływ testosteronu i estrogenów na regulacj� poziomu L-FABP w w�trobie. 

Testosteron obni�a, za� estrogeny podwy�szaj� poziom L-FABP w hepatocycie, 

natomiast testosteron podwy�sza poziom H-FABP w mi��niach szkieletowych 

[2,45-48]. Wykazano równie� znacz�cy wpływ diety, a zwłaszcza ilo�ci i jako�ci 

tłuszczu w diecie, na poziom niektórych białek FABP. Zwi�kszenie zawarto�ci 

tłuszczu w diecie powoduje wzrost poziomu białka L-FABP w komórkach 

mi��szowych w�troby oraz komórkach nabłonka jelita cienkiego. Podobnie wzrasta 

komórkowy poziom I-FABP w jelicie oraz H-FABP w mi��niach szkieletowych. 

Podawanie tranu zawieraj�cego w przewa�aj�cej ilo�ci nienasycone kwasy 

tłuszczowe powoduje wi�kszy wzrost poziomu L-FABP w w�trobie ni� dieta bogata 

w olej kokosowy, zawieraj�cy głównie nasycone kwasy tłuszczowe [1,7,47,49-51]. 

Według niektórych doniesie� trening fizyczny zwi�ksza poziom H-FABP w mi��niu 

sercowym oraz mi��niach szkieletowych, co mo�e mie� zwi�zek z intensyfikacj� 

katabolizmu kwasów tłuszczowych w mi��niach [3,47,51,52]. Udokumentowano 

zwi�zek niektórych chorób z modulacj� poziomu białek wi���cych kwasy 
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tłuszczowe w komórkach i tkankach. W niedoczynno�ci tarczycy obserwuje si� 

zmniejszenie ilo�ci L-FABP w w�trobie, natomiast zwi�kszenie w nadczynno�ci 

gruczołu tarczowego [53]. Nadci�nienie t�tnicze powoduje wzrost poziomu H-

FABP w sercu, za� spadek w aorcie, a tak�e spadek poziomu L-FABP w 

proksymalnym kanaliku nerki [4,54]. Badania kliniczne wykazały zmniejszenie 

ekspresji genu oraz spadek poziomu białka A-FABP w adipocytach chorych na 

cukrzyc� insulinoniezale�n� [55,56]. Stwierdzono spadek poziomu H-FABP w 

aorcie królików hodowanych przez 16 tygodni na diecie mia�d�ycogennej [57]. W 

przebiegu marsko�ci w�troby dysfunkcja hepatocytów wyra�a si�, m.in. 

zmniejszeniem st��enia L-FABP w cytosolu [4,58]. Podobnie w nowotworach 

w�troby i jelita grubego obni�a si� komórkowy poziom L-FABP [4]. Wreszcie 

znamienny wzrost ilo�ci białka E-FABP w keratynocytach obserwuje si� u chorych 

na łuszczyc�, st�d pierwotnie nazwano t� izoform� PA-FABP (z ang. Psoriasis 

Associated-FABP), czyli białko wi���ce kwasy tłuszczowe skojarzone z łuszczyc� 

[4,59]. Wiele dowodów wskazuje na to, �e regulacja komórkowego poziomu białek 

FABP odbywa si� na poziomie transkrypcji odpowiednich genów, co przejawia si� 

zmian� poziomu mRNA oraz modulacj� aktywno�ci czynników transkrypcyjnych. 

Istniej� równie� doniesienia na temat potranskrypcyjnej regulacji poziomu L-FABP. 

Besnard i wsp. [60] wykazali, �e u ci��arnych samic szczura a tak�e u samic w 

okresie laktacji, poziom w�trobowego białka L-FABP jest podwy�szony, podczas 

gdy poziom odpowiedniego mRNA nie ró�ni si� lub jest nawet ni�szy w porównaniu 

do samic kontrolnych. 

W przypadku niektórych genów FABP zaobserwowano zjawisko polimorfizmu. 

Dotyczy ono, m.in. genów koduj�cych I-FABP oraz H-FABP [1]. W plemieniu 

północnoameryka�skich Indian Pima stwierdzono substytucj� aminokwasow� (Ala 

� Thr) w pozycji 54. ła�cucha polipeptydowego białka I-FABP. Badania kliniczne 

populacji przeprowadzone przez Narodowy Instytut Zdrowia USA wykazały, �e 

zarówno heterozygoty Thr
54

/Ala
54

, jak i homozygoty Thr
54

/ Thr
54

 charakteryzuj� si� 

znamiennie wy�szym st��eniem wolnych kwasów tłuszczowych w osoczu krwi po 

posiłku, w porównaniu z homozygotami Ala
54

/ Ala
54

. By� mo�e jest to jedna z 

przyczyn wy�szego odsetka przypadków otyło�ci oraz insulinooporno�ci i cukrzycy 

typu II, stwierdzanych w tej grupie Indian [61]. W badaniach biochemicznych 

dowiedziono, �e izoforma I-FABP (Thr
54

) wykazuje wi�ksze powinowactwo do 
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kwasów tłuszczowych, co mo�e tłumaczy� szybsze tempo wchłaniania kwasów 

tłuszczowych zawartych w diecie [1]. Doniesienia odno�nie polimorfizmu genu 

koduj�cego izoform� L-FABP s� sprzeczne. Murphy i wsp. [62] oraz Schroeder i 

wsp. [40] sugeruj�, �e dwa typy L-FABP wyizolowane z w�troby szczura, ró�ni�ce 

si� wła�ciwo�ciami biochemicznymi (warto�� punktu izoelektrycznego, 

powinowactwo do ligandów hydrofobowych), s� w istocie konformerami 

strukturalnymi powstałymi na drodze alternatywnego zwijania białka. Z kolei Di 

Pietro i wsp. [63] oraz Frolov i wsp. [64] podaj�, �e w w�trobie szczura istniej� 

dwie izoformy L-FABP ró�ni�ce si� substytucj� aminokwasow� (Asn � Asp) w 

pozycji 105. ła�cucha polipeptydowego. Nie wiadomo wszak, czy ró�nice w składzie 

aminokwasowym domniemanych izoform L-FABP wynikaj� rzeczywi�cie z 

polimorfizmu genu, alternatywnego składania RNA, edycji RNA czy by� mo�e 

modyfikacji potranslacyjnych. Aktualnie nie ma danych w pi�miennictwie 

dotycz�cych wyst�powania potencjalnych izoform L-FABP w w�trobie dorosłego 

człowieka, aczkolwiek Das i wsp. [65] stwierdzili wyst�powanie 3 izoform L-

FABP w w�trobie ludzkiego płodu i wykazali, �e ich wzajemna proporcja pozostaje 

stała pomi�dzy 5. a 40. tygodniem ci��y. Schroeder i wsp. [40] sugeruj�, �eby 

warianty danej izoformy FABP okre�la� mianem „alternatywnej formy białka” 

przynajmniej do czasu uzyskania dowodów na istnienie rzeczywistej ró�nicy w 

składzie aminokwasowym badanych wariantów. Weryfikacja niektórych doniesie� 

wykazała bowiem, �e stwierdzone metod� ogniskowania izoelektrycznego lub 

chromatografii jonowymiennej rzekome izoformy, były w istocie wynikiem 

modyfikacji potranslacyjnych polegaj�cych na utworzeniu mostków 

dwusiarczkowych z cystein� lub glutationem. Hitomi i wsp. [66] wyizolowali z 

w�troby szczura alternatywn� form� białka L-FABP zwi�zan� z glutationem poprzez 

cystein� w pozycji 69. ła�cucha polipeptydowego (Cys
69

), która charakteryzowała 

si� mniejszym powinowactwem wzgl�dem nienasyconych kwasów tłuszczowych, 

przy niezmienionym powinowactwie do nasyconych kwasów tłuszczowych. 

Przypuszcza si�, �e fizjologiczna funkcja alternatywnej formy L-FABP (L-FABP-

SSG) mo�e by� zwi�zana z regulacj� metabolizmu kwasów tłuszczowych zale�n� od 

potencjału oksydoredukcyjnego hepatocyta. Fosforylacja białek FABP została 

udowodniona w odniesieniu do izoformy sercowej (H-FABP) obecnej w komórkach 

nabłonka gruczołu piersiowego lub sercu szczura i A-FABP izolowanej z mysiej 
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tkanki tłuszczowej. W ka�dym przypadku fosforylacja dotyczy tyrozyny w pozycji 

19. (Tyr
19

) ła�cucha polipeptydowego [67-69]. Znikomy udział tego wariantu 

białka w komórkowej puli FABP (do 1%) sugeruje, �e fosforylacja ma znaczenie 

regulacyjne [40]. Istotnie, na modelu bezkomórkowym udokumentowano wzrost 

poziomu ufosforylowanej formy rekombinowanego białka A-FABP po inkubacji z 

izolowanym receptorem insulinowym [67]. Powy�sze obserwacje potwierdziły 

badania fosforylacji H-FABP w odpowiedzi na insulin� prowadzone na modelu 

komórkowym [69]. Ponadto badania kinetyczne wykazały, �e forma 

ufosforylowana A-FABP wykazuje mniejsze powinowactwo do kwasów 

tłuszczowych. Nie udało si� natomiast wykaza� fosforylacji L-FABP szczura, 

pomimo zastosowania bardzo precyzyjnych technik analitycznych, z 

sekwencjonowaniem białka i spektrometri� masow� wł�cznie [40]. Nale�y 

pami�ta�, �e ró�norodno�� wariantów FABP mo�e wynika� z szeregu innych 

modyfikacji potranslacyjnych, jak np. amidacja/deamidacja, dekarboksylacja, N-

acetylacja dotycz�ca zwykle pierwszej metioniny (Met
1
), selenylacja oraz 

alternatywne fałdowanie ła�cucha polipeptydowego [4,40,70]. 

Białka FABP pełni� wiele istotnych funkcji w komórce, w zale�no�ci od izoformy i 

specyfiki tkankowej. Nie ulega w�tpliwo�ci, �e ze wzgl�du na zdolno�� wi�zania 

ligandów hydrofobowych, odgrywaj� wa�n� rol� w ich transporcie 

wewn�trzkomórkowym. Hipotez� t� potwierdzono w wielu do�wiadczeniach z 

zastosowaniem znakowanych kwasów tłuszczowych b�d
 ich fluorescencyjnych lub 

fotoreaktywnych analogów [71-73]. Wykazano, �e w hodowli fibroblastów 

ró�nicuj�cych si� w kierunku adipocytów, nast�pił ponad 8-krotny wzrost zu�ycia 

oleinianu zsynchronizowany z indukcj� genu białka A-FABP w dojrzałych 

adipocytach. Ponadto fotoreaktywny analog kwasu tłuszczowego był w znacznym 

stopniu wi�zany przez izolowane z hodowli białko A-FABP [71]. Dodaj�c białko 

wi���ce kwasy tłuszczowe (izolowane z mi��ni ryb) do cytosolu pozbawionego 

FABP, udokumentowano ponad 6-krotny wzrost współczynnika dyfuzji oleinianu 

[74]. McCormack i wsp. [75] udowodnili istotn� rol� w�trobowej izoformy L-

FABP w transporcie długoła�cuchowych kwasów tłuszczowych pomi�dzy 

liposomami a zwi�zan� z mikrosomami syntetaz� acylo-CoA. Efektywno�� wi�zania 

znakowanych radioaktywnie kwasów tłuszczowych z rekombinowanymi białkami 

szczura I-FABP oraz L-FABP mierzono równie� przy pomocy techniki rezonansu 
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magnetycznego [76,77]. W serii do�wiadcze� z hodowl� fibroblastów 

transfekowanych genem białka L-FABP (lub I-FABP) wykazano ponad dwukrotny 

wzrost fluorescencji w porównaniu z komórkami kontrolnymi, po inkubacji 

fibroblastów z fluoryzuj�cymi analogami kwasów tłuszczowych [78-80]. Badania 

z zastosowaniem technik laserowych i fluorescencyjnych wykazały, �e tempo 

cytoplazmatycznej dyfuzji znakowanego fluorescencyjnie analogu kwasu 

stearynowego znacznie wzrasta w hodowli hepatocytów izolowanych z w�troby 

szczurów traktowanych klofibratem, który indukuje ponad 4-krotny wzrost poziomu 

białka L-FABP w w�trobie. Milliano i wsp. [81] udowodnili, �e L-FABP zwi�ksza 

wewn�trzkomórkow� pul� mobilnych kwasów tłuszczowych, tj. zwi�zanych z 

białkiem, kosztem puli wolnych kwasów tłuszczowych immobilizowanych w 

błonach biologicznych. Prowadzi to do wzrostu gradientu wolnych kwasów 

tłuszczowych przez błon� plazmatyczn�, co mo�e mie� kluczowe znaczenie w 

mechanizmie ułatwionego transportu kwasów tłuszczowych do komórki. Białka 

wi���ce kwasy tłuszczowe odpowiadaj� za dystrybucj� długoła�cuchowych kwasów 

tłuszczowych do okre�lonych kompartmentów subkomórkowych, m.in. do 

mitochondriów, peroksysomów oraz retikulum endoplazmatycznego, w których s� 

one metabolizowane [1,82]. Dostarczaj�c lub usuwaj�c niezb�dne 

substraty/produkty do odpowiednich szlaków metabolicznych białka FABP 

wpływaj� po�rednio na aktywno�� katalityczn� niektórych enzymów, m.in. syntetazy 

acylo-CoA czy dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej [40,65,75]. Ockner i wsp. 

[83] wykazali, �e zastosowanie niemetabolizowanego �-bromopalmitynianu, który 

kompetycyjnie hamuje wi�zanie kwasów tłuszczowych z białkiem I-FABP, 

powoduje spadek estryfikacji znakowanego radioaktywnie oleinianu. �wiadczy to o 

istotnej funkcji jak� pełni I-FABP w wewn�trzkomórkowym transporcie kwasów 

tłuszczowych i po�rednio w regulacji biosyntezy triacylogliceroli w nabłonku jelita 

cienkiego. Wykazano korelacj� pomi�dzy poziomem H-FABP w dojrzewaj�cym 

mi��niu a szybko�ci� mitochondrialnej 	-oksydacji [39,84]. Podobnie 

zaobserwowano, �e tempo peroksysomalnej 	-oksydacji w izolowanych 

hepatocytach szczura koreluje dodatnio ze wzrostem poziomu L-FABP 

indukowanym przez fibraty [39,85]. 

Białka FABP stanowi� swoisty cytosolowy bufor wolnych kwasów tłuszczowych. 

St��enie niezwi�zanych z białkiem, wolnych kwasów tłuszczowych w �rodowisku 
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wodnym cytoplazmy wynosi zaledwie 2 nM. St��enie kwasów tłuszczowych 

zwi�zanych z białkiem H-FABP w kardiomiocycie wynosi ok. 2,5 �M, co oznacza 

�e białko FABP zwi�ksza st��enie kwasów tłuszczowych w cytosolu ponad 1000-

krotnie [47]. Szacuje si�, �e w zale�no�ci od stanu metabolicznego komórki, nawet 

do 60% kwasów tłuszczowych obecnych w cytosolu kardiomiocyta lub hepatocyta, 

mo�e by� zwi�zanych z odpowiednim białkiem FABP [86]. Zdolno�� buforowania 

nadmiaru wolnych kwasów tłuszczowych wydaje si� mie� znaczenie 

cytoprotekcyjne. Wykazuj� one bowiem wła�ciwo�ci detergentów, w zwi�zku z 

czym mog� destabilizowa� błony biologiczne i w ten sposób uszkadza� komórk� 

[51]. Dowiedziono równie�, �e nadmiar wolnych kwasów tłuszczowych mo�e 

powodowa� rozprz��enie fosforylacji oksydacyjnej w w�trobie szczura, a w 

konsekwencji spadek produkcji ATP [87]. Incydenty niedokrwienia mi��nia 

sercowego szczura prowadz� do wzrostu poziomu wolnych kwasów tłuszczowych w 

kardiomiocycie (najprawdopodobniej wskutek zahamowania 	-oksydacji), które z 

kolei powoduj� rozprz��enie fosforylacji oksydacyjnej, co klinicznie objawia si� 

wi�ksz� skłonno�ci� do niemiarowo�ci serca [88]. Zaburzenia struktury i funkcji 

błon biologicznych indukowane przez kwasy tłuszczowe, mog� równie� przyczynia� 

si� do hamowania aktywno�ci błonowej ATP-azy Na
+
/K

+
-zale�nej oraz translokatora 

nukleotydów adeninowych w wewn�trznej błonie mitochondrialnej, a tak�e 

zaburzenia przepuszczalno�ci kanałów jonowych K
+
, Ca

2+
, Cl

-
 [4]. 

Niekontrolowany wzrost st��enia wolnych kwasów tłuszczowych mo�e ponadto 

powodowa� dysregulacj� metabolizmu komórkowego na drodze 

aktywacji/deaktywacji j�drowych czynników transkrypcyjnych [4]. Sugeruje si�, �e 

H-FABP pełni funkcj� ochronn� w kardiomiocycie zwłaszcza w warunkach stresu 

wywołanego procesami ischemii/reperfuzji [51,89]. Wykazano równie�, �e białko 

H-FABP ułatwia adaptacj� komórki mi��nia szkieletowego do zwi�kszonego 

katabolizmu kwasów tłuszczowych indukowanego głodzeniem lub treningiem 

fizycznym [51]. Rola cytoprotekcyjna białek FABP mo�e by� te� zwi�zana z 

transportem hydrofobowych ksenobiotyków i tym samym po�rednim udziałem w 

procesach detoksykacji ustrojowych w w�trobie [24]. Niektóre doniesienia podaj�, 

�e białka FABP mog� tak�e pełni� funkcj� ochronn� jako zmiatacze wolnych 

rodników tlenowych, a zwłaszcza anionorodnika ponadtlenkowego, rodnika 

hydroksylowego i podchlorynu, przy czym fizjologiczna zdolno�� wi�zania oleinianu 
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przez białko H-FABP preinkubowane w warunkach stresu oksydacyjnego spada 

jedynie o ok. 20% [4,90,91]. 

Znaczenie białek FABP w regulacji metabolizmu i sygnalizacji komórkowej nie 

budzi w�tpliwo�ci je�li uwzgl�dni si� fakt, �e warunkuj� one st��enie oraz 

wewn�trzkomórkow� dystrybucj� ligandów aktywuj�cych j�drowe czynniki 

transkrypcyjne z grupy PPAR lub C/EBP, przez co wywieraj� plejotropowy wpływ 

na metabolizm komórkowy, w tym procesy wzrostu i ró�nicowania komórkowego 

[7,41]. Udowodniono, �e po zwi�zaniu kwasu linolowego białko L-FABP 

przemieszcza si� z cytoplazmy do j�dra komórkowego przekazuj�c sygnał do 

indukcji mitozy, przy czym poziom L-FABP istotnie wzrasta w czasie mitozy tak w 

normalnych, jak i regeneruj�cych si� hepatocytach szczura [7,92,93]. Bordewick i 

wsp. [94] udokumentowali metodami immunohistochemicznymi obecno�� 

znakowanej złotem izoformy L-FABP w j�drach komórkowych hepatocytów 

szczura. Fahimi i wsp. [95] potwierdzili powy�sze spostrze�enia przy u�yciu 

mikroskopu elektronowego. Wykazano, �e komórki raka w�trobowokomórkowego 

transfekowane genem koduj�cym L-FABP charakteryzowały si� ok. 3-krotnie 

wy�sz� aktywno�ci� mitotyczn� skorelowan� z niemal 5-krotnym wzrostem 

inkorporacji znakowanej radioaktywnie tymidyny, w porównaniu z komórkami 

transfekowanymi sekwencj� koduj�c� antysensowny mRNA L-FABP. Ponadto w 

badaniach tych dowiedziono, �e kwas linolowy stosowany jako stymulator syntezy 

DNA i aktywno�ci mitotycznej komórki, nie działa bezpo�rednio ale poprzez 

produkty reakcji katalizowanych przez cyklooksygenaz�, jako �e dodanie 

indometacyny znosiło promitotyczny wpływ kwasu linolowego [96,97]. 

Interesuj�cym wydaje si� fakt, �e jedynie nienasycone kwasy tłuszczowe w 

odró�nieniu od nasyconych wywierały widoczny wpływ na indukcj� syntezy DNA i 

aktywno�� mitotyczn� komórek raka w�trobowokomórkowego [97]. 

Zaobserwowano równie� korelacj� cytosolowego poziomu białka A-FABP lub H-

FABP, odpowiednio w ró�nicuj�cych si� adipocytach lub dojrzewaj�cym mi��niu, ze 

stopniem zaawansowania tych procesów [39,71,84]. Ogólnie mo�na stwierdzi�, �e 

geny izoform I-FABP, L-FABP, H-FABP oraz A-FABP ulegaj� ekspresji w pełni 

zró�nicowanych komórkach, które charakteryzuj� si� wysokim poziomem 

metabolizmu lipidów [4,98-100]. Z kolei najwy�szy poziom izoform B-FABP i M-

FABP w komórce wyst�puje w trakcie ró�nicowania, kiedy to komórki o�rodkowego 
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i obwodowego układu nerwowego zu�ywaj� znaczne ilo�ci kwasów tłuszczowych w 

procesach biogenezy błon lipidowych [101-103]. Dobrze udokumentowane 

badania potwierdzaj� równie� wa�n� rol� białek I-FABP i L-FABP w determinacji 

składu fosfolipidowego błon biologicznych fibroblastów, co oczywi�cie wpływa 

po�rednio na struktur� i funkcj� komórki [104]. 

Wiele hipotez dotycz�cych fizjologicznej funkcji białek FABP potwierdzono w 

badaniach na zwierz�tach transgenicznych pozbawionych funkcjonalnego genu 

okre�lonej izoformy FABP (tzw. genetyczny knockout). Wykazano ponad 50% 

spadek zu�ycia kwasów tłuszczowych przez kardiomiocyty izolowane z serca myszy 

z wył�czon� funkcj� genu H-FABP a ponadto zaobserwowano remodeling błon 

fosfolipidowych w porównaniu z kontrol� [105]. Hepatocyty myszy z knockoutem 

genu L-FABP charakteryzowały si� ponad 80% spadkiem wi�zania kwasów 

tłuszczowych. Radioaktywno�� mi��szu w�troby była znacz�co ni�sza u myszy L-

FABP (-/-) po do�ylnym podaniu oleinianu znakowanego izotopem 
14

C. Ponadto, u 

homozygot L-FABP (-/-) znamiennie wzrósł komórkowy poziom białka 

przenosz�cego sterole (SCP-2), za� komórki mi��szowe w�troby zawierały znacznie 

wi�cej cholesterolu i jego estrów w porównaniu z osobnikami kontrolnymi [106]. 

Ablacja genu L-FABP powodowała równie� ponad 95% spadek wi�zania 

znakowanego radioaktywnie oleilo-CoA w porównaniu z typem dzikim myszy L-

FABP (+/+), pomimo tego �e jednocze�nie obserwowano u osobników 

transgenicznych wzrost poziomu białka wi���cego acylo-CoA (ACBP), nawet rz�du 

80% [107]. Ostatnie doniesienia dowodz�, �e knockout okre�lonych genów 

koduj�cych izoformy FABP, nie powoduje wszak spodziewanych rozległych zmian 

fenotypowych i dramatycznych skutków patofizjologicznych u zwierz�t 

transgenicznych. Prawdopodobnie przyczyn� tego zjawiska jest kompensacyjna 

nadekspresja genów innych izoform FABP lub białek transportuj�cych lipidy 

niespokrewnionych genetycznie z rodzin� FABP [108]. 

W�ród białek wi���cych kwasy tłuszczowe izoforma w�trobowa L-FABP zajmuje 

pozycj� szczególn�, zarówno ze wzgl�du na swoje unikalne wła�ciwo�ci jak równie� 

kluczow� rol� w�troby w metabolizmie ogólnoustrojowym. Białko L-FABP 

wyst�puje u człowieka oraz wielu gatunków zwierz�t, m.in. krowy, �wini, szczura, 

myszy, �winki morskiej, ryb, drobiu, robaków, �ab i owadów, wykazuj�c bardzo 

wysoki stopie� homologii mi�dzygatunkowej, nawet powy�ej 90% [2]. Wyj�tkiem 
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jest białko L-FABP z w�troby rekina, które bardziej przypomina szczurz� izoform� 

sercow� H-FABP, ni� izoformy w�trobowe innych gatunków [109]. Porównanie 

sekwencji aminokwasowej ludzkiej i szczurzej izoformy L-FABP przy pomocy 

modułu „Blastp” programu „BLAST 2 Sequences” [110] zwraca wynik: 82% 

identyczno�ci oraz 89% podobie�stwa. W rozwoju ontogenetycznym człowieka 

poziom białka L-FABP w w�trobie jest mierzalny ju� w 16. dniu �ycia płodowego, 

po czym stopniowo wzrasta osi�gaj�c w 70. dniu �ycia niemowlaka warto�� 

charakterystyczn� dla człowieka dorosłego [85,111,112]. Szacuje si�, �e białko L-

FABP stanowi od 3 do 5% wszystkich białek wyst�puj�cych w cytosolu hepatocyta 

[7,47]. 

Lokalizacja L-FABP w płaciku w�trobowym nie jest przypadkowa. Najwy�szy 

poziom komórkowy L-FABP obserwuje si� w przestrzeni okołowrotnej płacika 

w�trobowego. Poziom białka jak równie� odpowiedniego mRNA maleje stopniowo 

w kierunku strefy około�ylnej, gdzie osi�ga warto�� najni�sz� [2]. Nale�y pami�ta�, 

�e procesy zwi�zane z katabolizmem kwasów tłuszczowych, a zwłaszcza 	-

oksydacj� kwasów tłuszczowych przebiegaj� najintensywniej wła�nie w dobrze 

utlenowanej strefie okołowrotnej mi��szu w�troby [113], bogatej w du�e, 

wrzecionowate mitochondria [114], co mo�e tłumaczy� kolokalizacj� białka L-

FABP w tym obszarze. Dokładny mechanizm molekularny interakcji L-FABP z 

błon� fosfolipidow� nie jest znany. Wydaje si�, �e w odró�nieniu od innych izoform 

FABP oddziałuj�cych z błonami lipidowymi na drodze kolizji, ligandy wi�zane 

przez L-FABP dyfunduj� z błony lipidowej do miejsca wi�zania [39,115]. 

Wspomniana ju� zdolno�� izoformy L-FABP do wi�zania wielu ró�norakich 

ligandów hydrofobowych sugeruje, �e jej funkcja regulacyjna jest nie mniej istotna 

ni� funkcja cytosolowego transportera kwasów tłuszczowych czy innych ligandów 

hydrofobowych. Stosunkowo niewiele wiadomo na temat udziału L-FABP w 

procesie wydzielania �ółci w warunkach fizjologicznych oraz w patologii w�troby i 

dróg �ółciowych. Mo�na domniemywa�, �e wykazuj�c wysokie powinowactwo do 

kwasów �ółciowych, białko L-FABP mogłoby pełni� w drogach �ółciowych wa�n� 

rol� transportow� a tak�e protekcyjn� przed detergentopodobnym działaniem tych�e 

kwasów na biegun �ółciowy hepatocyta oraz komórki nabłonka dróg �ółciowych. 

Schematyczny przegl�d zasadniczych funkcji białka L-FABP w hepatocycie 

przedstawiono na ryc. 2. 
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Ryc. 2. Schematyczna ilustracja zasadniczych funkcji izoformy L-FABP w 

hepatocycie. Czerwona strzałka oznacza domnieman� rol� L-FABP w procesie 

wydzielania �ółci, która jest przedmiotem bada� opisanych w niniejszej rozprawie.

L-FABP Plasma Membrane FABP 

Albumina 
Receptor albuminy 

Fatty Acid Activated Receptor 

DNA 
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Kwas tłuszczowy 
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Nie nale�y zapomina�, �e białko L-FABP wyst�puje równie� poza w�trob�, m.in. w 

�oł�dku, jelicie oraz kanaliku proksymalnym nerki [116]. Komórkowy poziom L-

FABP w enterocycie wykazuje charakterystyczny gradient malej�cy od dwunastnicy 

do okr��nicy. Dystrybucja L-FABP w �luzówce jelita jest równie� charakterystyczna 

– najwy�sze st��enie obserwuje si� w enterocytach kosmków jelitowych, za� 

najni�sze w regionie krypt jelitowych [2,7]. 

Studium patofizjologicznej roli L-FABP w organizmie nie byłoby mo�liwe bez 

odpowiednich narz�dzi biochemicznych przy pomocy których mo�na oznaczy� 

białko w tkance lub narz�dzie, a ponadto odró�ni� je od innych izoform FABP. 

Analiza jako�ciowa i ilo�ciowa w�trobowego białka wi���cego kwasy tłuszczowe 

wydaje si� by� interesuj�ca nie tylko ze wzgl�du na niew�tpliwy walor poznawczy w 

�wietle bada� dotycz�cych patofizjologii w�troby i dróg �ółciowych ale równie� ze 

wzgl�du na potencjaln� u�yteczno�� w diagnostyce klinicznej. Chocia� aspekt 

klinicznego zastosowania analizy immunochemicznej L-FABP wydaje si� wci�� 

niedoceniony, w ostatnich latach pojawiło si� kilka publikacji podnosz�cych ten 

problem. Suzuki i wsp. [117] wykazali, �e niektóre pierwotne guzy w�troby 

zawieraj� białko L-FABP. Około 40% przypadków w�trobiaka płodowego i 20% 

przypadków raka w�trobowokomórkowego wybarwia si� immunohistochemicznie w 

kierunku białka L-FABP. Ponadto, zaobserwowano pozytywn� korelacj� pomi�dzy 

stopniem zró�nicowania guza a intensywno�ci� wybarwienia preparatu. 

Immunohistochemiczna analiza guzów okr��nicy wg Carrol i wsp. [118] wykazała 

od 30% do 60% przypadków L-FABP-pozytywnych. Wydaje si� interesuj�ce, �e w 

niektórych preparatach zaobserwowano mozaikowy rozkład immunoznacznika, co 

oznacza �e komórki gruczolaka lub gruczolakoraka ró�nicuj� si� nierównomiernie w 

obr�bie tego samego ogniska pierwotnego. Lawrie i wsp. [119] wykazali, �e 

pozytywne barwienie immunohistochemiczne w kierunku L-FABP koreluje ze 

stopniem zró�nicowania guzów okr��nicy. W badaniach retrospektywnych zespołu 

Yamazaki i wsp. [120] udokumentowano, �e niektóre guzy przerzutowe w�troby, z 

ogniskiem pierwotnym w okr��nicy, wykazuj� korelacj� dodatni� pomi�dzy 

stopniem zró�nicowania histologicznego a intensywno�ci� wybarwienia preparatów 

immunohistochemicznych w kierunku L-FABP. Około 56% guzów przerzutowych 

w�troby charakteryzowało si� obecno�ci� białka L-FABP w komórce. Obraz 

immunohistochemiczny guza przerzutowego i ogniska pierwotnego był zazwyczaj 
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porównywalny. Autorzy stwierdzaj�, �e oznaczanie L-FABP w guzach 

przerzutowych w�troby pochodz�cych z okr��nicy mo�e by� przydatnym klinicznie 

czynnikiem prognostycznym. 

Hashimoto i wsp. [121] wykazali immunohistochemicznie obecno�� izoformy L-

FABP w ponad 95% przypadków metaplazji jelitowej oraz w ok. 38% przypadków 

raka �oł�dka, chocia� nie zaobserwowali korelacji pomi�dzy progresj� guza lub 

rokowaniem a ekspresj� genu L-FABP. Wykazano kilkakrotny wzrost ekspresji genu 

L-FABP w komórkach raka prostaty uzyskanych z bioptatów diagnostycznych. 

Sugeruje si�, �e białko L-FABP mogłoby by� markerem agresywnego fenotypu raka 

prostaty [122]. Coraz wi�ksze zainteresowanie budzi mo�liwo�� oznaczania L-

FABP w surowicy krwi jako markera patologii w�troby lub jelita, chocia� danych z 

pi�miennictwa dotycz�cego tematu jest wci�� niewiele a ich przydatno�� kliniczna 

pozostaje w�tpliwa [123-125]. Białka wi���ce kwasy tłuszczowe mog� okaza� si� 

niezwykle istotne dla rozwoju parazytologii klinicznej. Warto uzmysłowi� sobie, �e 

wiele paso�ytów nie potrafi syntetyzowa� kwasów tłuszczowych de novo, poniewa� 

w tym zakresie s� one zale�ne od �ywiciela, jak chocia�by glisty, przywry lub 

tasiemce [1,126,127]. Z tego wzgl�du białka FABP pełni� w tych organizmach 

kluczow� rol� metaboliczn�. Pomimo znacznego podobie�stwa sekwencji i struktury 

charakterystycznej dla organizmów wy�szych, potencjalne epitopy nieci�głe, 

niewyst�puj�ce u ssaków, mogłyby posłu�y� do opracowania szczepionki lub leku 

przeciwko białku wi���cemu kwasy tłuszczowe w organizmie paso�yta [128]. 

Przyszło�ciowo rozwa�a si� wi�c mo�liwo�� bada� klinicznych w kierunku immuno- 

i chemioterapii robaczyc przewodu pokarmowego celowanej na białko FABP 

okre�lonego paso�yta [129]. 

Opisano wiele metod analizy ilo�ciowej białek wi���cych kwasy tłuszczowe. Mo�na 

w�ród nich wyró�ni�, m.in. techniki chromatograficzne, elektroforetyczne, testy 

wi�zania radioaktywnych lub fluoryzuj�cych pochodnych kwasów tłuszczowych, 

spektrometri� masow� czy wreszcie metody immunochemiczne, jak immunodyfuzja, 

test radioimmunochemiczny, fluoroimmunochemiczny, enzymatyczny test 

immunoadsorpcji czy niedawno opracowane modyfikacje testu ELISA z 

wykorzystaniem pola magnetycznego, elipsometrii spektralnej oraz biosensorów 

immunochemicznych [58,112,130-153]. Wydaje si� jednak, �e najbardziej 
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powszechn� i praktyczn� technik� w codziennej pracy laboratoryjnej pozostaje 

enzymatyczny test immunoadsorpcji, czyli ELISA. 

Chocia� opracowano ju� wiele testów ELISA do detekcji białek wi���cych kwasy 

tłuszczowe, w tym równie� izoformy w�trobowej tego białka (L-FABP), uzyskane 

wyniki ró�ni� si� niekiedy do�� znacznie pomi�dzy ró�nymi o�rodkami badawczymi 

[112,133-135,147-150]. Nie mo�na zatem bezkrytycznie odnosi� si� do 

bezwzgl�dnych warto�ci poziomu L-FABP w materiale biologicznym, podawanych 

w pi�miennictwie [3,4]. Aby móc prowadzi� badania biochemiczne, fizjologiczne 

czy kliniczne zwi�zane z ocen� zmiany poziomu L-FABP w narz�dach lub tkankach, 

wydaje si� konieczne opracowanie wiarygodnej metody immunochemicznej, która 

umo�liwiłaby obiektywn� ocen� poziomu L-FABP w okre�lonych warunkach 

biochemicznych lub klinicznych poprzez porównanie uzyskanych wyników z 

ustalonym wcze�niej przy pomocy tej samej metody zakresem normy fizjologicznej. 

Dysponowanie autorsk� metod� analityczn� zapewnia wi�ksz� powtarzalno�� i 

porównywalno�� wyników w dłu�szej perspektywie czasu, a co wi�cej pozwala na 

modyfikacj� wybranych parametrów metody, jak np. zakres detekcji lub granica 

czuło�ci. Nie bez znaczenia w pracy badawczej jest równie� aspekt ekonomiczny. 

Takie wła�nie przesłanki zdecydowały aby podj�� trud opracowania 

immunochemicznej metody detekcji L-FABP i wykonania oznacze� w próbach 

materiału biologicznego wybranych w kontek�cie szeroko rozumianej patofizjologii 

w�troby i dróg �ółciowych. Ponadto, na podstawie przesłanek z pi�miennictwa 

sugeruj�cych kliniczn� u�yteczno�� oznaczania H-FABP w surowicy krwi, jako 

markera uszkodzenia kardiomiocyta (np. w zawale mi��nia serca) [142,147,154], 

wydawało si� �e L-FABP mo�e by� dobrym markerem uszkodzenia komórki 

w�troby. Przemawiały za tym równie� stosunkowo wysokie st��enia białka 

wi���cego kwasy tłuszczowe w w�trobie ludzkiej [58,133]. Zwa�ywszy, �e 

izoforma L-FABP jest białkiem o niskiej masie cz�steczkowej (ok. 15 kD), mo�na 

przypuszcza�, i� nawet niewielkie uszkodzenie w�troby powinno powodowa� 

uwolnienie znacznych ilo�ci izoformy L-FABP do krwioobiegu. 
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3. Cele pracy 

 

1. Oczyszczenie białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej w celu 

otrzymania specyficznych przeciwciał przeciwko temu białku. 

 

2. Zastosowanie otrzymanych przeciwciał w metodzie ELISA do ilo�ciowej analizy 

poziomu L-FABP: 

 

a. w w�trobie ludzkiej, 

 

b. w �ółci chorych z patologi� dróg �ółciowych, 

 

c. w surowicy krwi chorych z objawami patologii w�troby, 

 

d. w surowicy krwi szczurów z indukowanym galaktozamin� ostrym 

uszkodzeniem w�troby. 
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4. Materiały 

4.1. Odczynniki 

Odczynniki zakupiono w firmie Sigma-Aldrich. Wyj�tki od tej reguły opatrzono 

stosown� adnotacj�. 

 

4.1.1. Bufor AP z substratami dla alkalicznej fosfatazy stosowany 

w technice Western-blotting i dot-blotting. 

Optimum pH dla jelitowej izoformy bydl�cej alkalicznej fosfatazy wynosi 9,8. Ze 

wzgl�du na fakt, �e taka warto�� pH le�y poza zakresem zdolno�ci buforowej 

powszechnie stosowanego Tris, �rodowisko dla enzymu sporz�dzono na bazie 

dietanolaminy. 

Bufor dietanolaminowy 

10% (w/w) roztwór wodny dietanolaminy doprowadzono st��onym kwasem solnym 

do pH 9,8. Nast�pnie dodano MgCl2 – kofaktor fosfatazy alkalicznej do ko�cowego 

st��enia 0,5 mM.  

Substraty dla fosfatazy alkalicznej:  

NBT (Nitro Blue Tetrazolium) oraz BCIP (Bromo-Chloro-Indolylo-Phosphate). 75 

mg NBT rozpuszczono w 1 ml 70% roztworu wodnego DHFA (Dihydro-Formamid). 

50 mg BCIP rozpuszczono w 1 ml H2O. Roztwory przechowywano w temp. 4
0
C bez 

dost�pu �wiatła. Tu� przed ostatnim etapem immunodetekcji sporz�dzano �wie�y 

roztwór substratów dla AP dodaj�c do 10 ml buforu dietanolaminowego 45 µl 

roztworu NBT i 35 µl roztworu BCIP. 

Produktem reakcji NBT z BCIP w obecno�ci AP jest nierozpuszczalny w �rodowisku 

wodnym niebieski osad formazanu. 

 

4.1.2. Bufor do transferu mokrego 

W półtoralitrowej zlewce odwa�ono 1,5 g Trizma ®base, nast�pnie dosypano 

nawa�k� 14,4g glicyny i uzupełniono wod� podwójnie destylowan� do 1l. Dokładnie 

wymieszano zawarto�� przy pomocy mieszadła magnetycznego uzyskuj�c klarowny 

roztwór. 
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4.1.3. Bufor w�glanowy do testu ELISA 

Roztwór A – 70 ml 0,1 M NaHCO3 : 

Nawa�k� 0,588 g NaHCO3 uzupełniono do obj�to�ci 70 ml wod� podwójnie 

destylowan�. 

Roztwór B – 30 ml 0,1 M Na2CO3 : 

Nawa�k� 0,318 g Na2CO3 uzupełniono do obj�to�ci 30 ml wod� podwójnie 

destylowan�. 

Zmieszano roztwory A i B otrzymuj�c bufor w�glanowy o pH 9,6. 

 

4.1.4. Bufor do płukania płytki ELISA 

Roztwór PBS plus Tween 20 w st��eniu 0,05%. 

 

4.1.5. Bufor blokuj�cy do testu ELISA 

PBS + 1% BSA + 0,05% Tween 20. 

 

4.1.6. Bufor z substratem dla AP stosowany w metodzie ELISA 

Do buforu dietanolaminowego dla AP (pkt. 4.1.1) dodano pNPP (fosforan para-

nitrofenolu) w st��eniu 1 mg/ml. Sporz�dzony na �wie�o roztwór pNPP jest 

bezbarwny. Fosfataza alkaliczna katalizuje hydroliz� cz�steczki pNPP z 

uwolnieniem reszty fosforanowej. Produkty reakcji s� rozpuszczalne w �rodowisku 

wodnym, przy czym para-nitrofenol powoduje zmian� barwy roztworu na �ółt�. 

G�sto�� optyczna roztworu (OD) przy długo�ci fali λ=405 nm zmierzona 

kolorymetrycznie w okre�lonym arbitralnie czasie t, jest w przybli�eniu wprost 

proporcjonalna do ilo�ci aktywno�ci enzymatycznej obecnej w studzience, a 

po�rednio do ilo�ci II przeciwciał, przeciwciał I lub antygenu zwi�zanego ze 

studzienk�. 
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4.2. Materiał biologiczny 

4.2.1. w�troba ludzka 

Materiał uzyskano z Katedry i Zakładu Medycyny S�dowej AMG. W�trob� pobrano 

ze zwłok (do 24 h od chwili �mierci). Materiał bez makroskopowych cech patologii 

narz�dowej transportowano w lodzie do Zakładu Biochemii AMG, gdzie był 

przechowywany w temp. — 80
0
 C do czasu wykonania do�wiadczenia. 

 

4.2.2. serce ludzkie 

Materiał uzyskano z Katedry i Zakładu Medycyny S�dowej AMG. Fragmenty 

mi��nia serca transportowano w lodzie do Zakładu Biochemii AMG, gdzie były 

przechowywane w temp. — 80
0
 C do czasu wykonania do�wiadczenia. 

 

4.2.3. krew 

Materiał uzyskano z Centralnego Laboratorium Pa�stwowego Szpitala Klinicznego 

AMG oraz od pacjentów hospitalizowanych w I Klinice Chorób Wewn�trznych i 

Ostrych Zatru� AMG. Surowic� krwi przechowywano w temp. — 80
0
 C do czasu 

wykonania oznacze�. 

 

4.2.4. �ół� 

Materiał uzyskano od pacjentów hospitalizowanych w Klinice Chirurgii Ogólnej, 

Gastroenterologicznej i Endokrynologicznej AMG, Klinice Chirurgii Ogólnej i 

Transplantacyjnej AMG oraz w Oddziale Chirurgii Ogólnej Szpitala Wojewódzkiego 

w Gda�sku. �ół� transportowano w lodzie i zabezpieczono w temp. — 80
0
 C do 

dalszych bada�. 

Na przeprowadzenie bada� z wykorzystaniem ludzkiego materiału biologicznego 

uzyskano zgod� uczelnianej Komisji Etyki Bada� Naukowych. 
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4.3. Zwierz�ta do�wiadczalne 

4.3.1. króliki 

Do do�wiadcze� u�yto samców królików w wieku ok. 5 mies., o masie ok. 3 kg. 

Zwierz�ta hodowano w klatkach drucianych, w temp. 22 C
o
, w 12-godzinnym cyklu 

dobowym (�wiatło od 8.00 rano do 8.00 wieczorem). Do karmienia u�yto paszy 

pochodz�cej z Centralnego Laboratorium Przemysłu Paszowego w Motyczu, oraz 

wody kranowej. 

Zwierz�ta były traktowane w sposób humanitarny, zgodnie z przepisami zawartymi 

w podr�czniku „Zasady hodowli zwierz�t laboratoryjnych”, sformułowanymi przez 

Narodowe Towarzystwo Bada� Medycznych. Na przeprowadzenie bada� z 

wykorzystaniem królików uzyskano zgod� uczelnianej Komisji Etyki Bada� 

Naukowych. 

 

 

4.3.2. szczury rasy Wistar 

Do do�wiadcze� u�yto samców szczurów rasy Wistar, o masie ok. 300 g. Zwierz�ta 

hodowano w klatkach drucianych, w temp. 22 C
o
, w 12-godzinnym cyklu dobowym 

(�wiatło od 8.00 rano do 8.00 wieczorem). Do karmienia u�yto paszy pochodz�cej z 

Centralnego Laboratorium Przemysłu Paszowego w Motyczu, oraz wody kranowej. 

Zwierz�ta były traktowane w sposób humanitarny, zgodnie z przepisami zawartymi 

w podr�czniku „Zasady hodowli zwierz�t laboratoryjnych”, sformułowanymi przez 

Narodowe Towarzystwo Bada� Medycznych. Na przeprowadzenie bada� z 

wykorzystaniem szczurów uzyskano zgod� uczelnianej Komisji Etyki Bada� 

Naukowych. 
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5. Stosowane metody 

5.1. Izolacja L-FABP z w�troby ludzkiej 

5.1.1. Homogenizacja w�troby ludzkiej 

Z rozmro�onej w�troby usuni�to widoczne elementy tkanki ł�cznej. 50g mi��szu 

w�trobowego poci�to na drobne skrawki i przepłukano 3-krotnie buforem 

homogenizacyjnym zawieraj�cym: 10 mM Tris HCl, 150 mM KCl (pH 8,0 ; temp. 

4
0
C), aby pozby� si� elementów morfotycznych krwi, białek osocza, resztek tkanki 

ł�cznej i tłuszczowej. Na bazie powy�szego buforu sporz�dzono 30% homogenat 

w�troby przez homogenizacj� w temp. topniej�cego lodu. 

 

5.1.2. Otrzymywanie ekstraktu w�trobowego 

Homogenat w�trobowy wirowano w 30 tys. x g przez 20 min. w temp. 4
0
C. 

Supernatant przes�czono przez podwójn� warstw� gazy celem pozbycia si� 

pływaj�cego na powierzchni tłuszczu. Uzyskany ekstrakt w�trobowy poddano 

dalszej procedurze oczyszczania. 

 

5.1.3. Otrzymywanie frakcji cytosolu w�trobowego 

Ekstrakt w�trobowy (pkt. 5.1.2) wirowano w 105 tys. x g przez 90 min. Supernatant 

przes�czono przez podwójn� warstw� gazy uzyskuj�c frakcj� cytosolu w�trobowego. 

 

5.1.4. Denaturacja termiczna frakcji cytosolu w�trobowego 

Ze wzgl�du na termostabilno�� białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby 

ludzkiej, zastosowano denaturacj� termiczn� frakcji cytosolu jako kolejny etap 

oczyszczania. Frakcj� cytosolu w�trobowego (uzyskanego z 50g w�troby) 

inkubowano przez 0,5 h w temp. 50
0
C na ła
ni wodnej nieustannie mieszaj�c. 

Nast�pnie zawiesin� schłodzono do temp. 4
0
C i wirowano w 30 tys. x g przez 20 

min. Supernatant zabezpieczono do dalszego oczyszczania. 
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5.1.5. Delipidacja denaturowanej termicznie frakcji cytosolu 

w�trobowego 

L-FABP wi��e kwasy tłuszczowe, zwłaszcza długoła�cuchowe, wielonienasycone. 

Zwi�zanie białka z ligandem mo�e mie� wpływ na jego wła�ciwo�ci 

fizykochemiczne, jak np. pI, co teoretycznie mogłoby interferowa� na dalszych 

etapach izolacji. Przeprowadzono zatem delipidacj� denaturowanej termicznie frakcji 

cytosolu w�trobowego aby rozbi� potencjalne kompleksy białka z kwasem 

tłuszczowym. Frakcj� cytosolu w�trobowego podzielono na 10 porcji o jednakowej 

obj�to�ci i przes�czono kolejno przez kolumn� chromatograficzn� (10 x 1 cm) 

wypełnion� lipofilnym zło�em – Hydroxyalkoxypropyl Dextran Type VI (znany 

równie� jako Lipidex 1000) w temp. 37
0
C przy przepływie 50 ml/h. W takich 

warunkach hydroxyalkoxypropyl dextran wi��e kwasy tłuszczowe wolne oraz 

zwi�zane z białkiem. Przed naniesieniem kolejnej porcji frakcji cytosolu, kolumn� 

reaktywowano przepłukuj�c j� metanolem a nast�pnie równowa��c buforem o 

składzie: 10 mM Tris, 150 mM KCl, pH 8,0.  

Otrzymany eluat schłodzono do 4
0
C i odwirowano w 30 tys. x g przez 20 min. 

Supernatant poddano dalszemu oczyszczaniu. Delipidowan� frakcj� cytosolu 

w�trobowego poddano liofilizacji w celu zag�szczenia białka w próbce, uzyskuj�c 

st��enie ko�cowe 45 mg/ml. 

 

5.1.6. S�czenie molekularne na �elu Sephadex G-50 Superfine 

Kolumn� chromatograficzn� o wymiarach 5 x 100 cm wypełniono 1440 ml 

odpowiednio przygotowanego, odgazowanego �elu Sephadex G-50 Superfine. Tak 

przygotowan� kolumn� zrównowa�ono w temp. 4
0
C buforem: 10 mM Tris, 150 mM 

KCl, 0,02% NaN3 o pH 8,0, zwanym dalej „buforem kolumnowym”. 

Nast�pnie wykonano kalibracj� kolumny u�ywaj�c jako standardu masowego 

ko�skiego cytochromu c o masie cz�steczkowej 14,2 kD. Przed rozdziałem kolumn� 

przepłukano czterema litrami „buforu kolumnowego”. 

Próbk� zag�szczonego cytosolu o obj�to�ci 10 ml naniesiono na kolumn� i eluowano 

„buforem kolumnowym” pod kontrol� pompy perystaltycznej przy stałym 

przepływie 40 ml/h w temp. 4
0
C. Frakcje o obj�to�ci 5 ml zbierano przy pomocy 

kolektora frakcji. Analiz� frakcji przeprowadzono fotometrycznie (Beckman DU-68 
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Spectrophotometer) mierz�c absorbancj� poszczególnych frakcji przy długo�ci fali 

λ=280 nm wzgl�dem próby �lepej zawieraj�cej bufor kolumnowy. 

Obj�to�� pró�na kolumny V0 wynosiła 480 ml. Absorbancje frakcji (5 ml) w tym 

zakresie były bliskie zeru. Na dalszym przebiegu chromatogramu, a� do frakcji 210 

(Ryc. 4, str. 59) zaobserwowano trzy wyra
ne szczyty absorbancji (tzw. puncta 

maxima dla funkcji absorbancji od obj�to�ci eluatu, gdzie 
V

A

e
d

d
= 0, przy czym A 

oznacza tu absorbancj� próby mierzon� przy długo�ci fali λ=280 nm, a Ve – obj�to�� 

eluatu). Frakcje o numerach od 161 do 167 (Ryc. 4, str. 59), tworz�ce ostatni szczyt 

chromatogramu korelowały z wypływem cytochromu c (14,2 kD) w trakcie 

kalibracji. Wymienione powy�ej 7 kolejnych frakcji białkowych zebrano do jednego 

naczynia, zamro�ono w (-80
0
C) i zabezpieczono do dalszego oczyszczania. Dla 

porównania zabezpieczono równie� kilkana�cie s�siednich frakcji z obu stron 

typowanego szczytu. Ka�de 6 kolejnych frakcji zebrano do jednego naczynia, 

zamro�ono w (-80
0
C) i zabezpieczono do dalszej analizy. Próbki poddano analizie 

elektroforetycznej na 15% �elu poliakrylamidowym w warunkach denaturuj�cych w 

celu okre�lenia masy cz�steczkowej białek w zebranych frakcjach. 

 

5.1.7. Analiza elektroforetyczna białka metod� SDS-PAGE 

  Przygotowanie �elu rozdzielaj�cego (dolnego). 

Do przygotowania �elu zastosowano 30% wodny roztwór mieszaniny Akrylamidu i 

N,N’-Methylene-bis Akrylamidu w stosunku wagowym 36,5 : 1, zwany dalej 

roztworem akrylamidów. Na bazie roztworu akrylamidów sporz�dzono roztwór o 

składzie: 15% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS; 0,05% TEMED; 1,5 M Tris; pH 

8,8. 

Roztwór wprowadzono do przestrzeni mi�dzypłytkowej aparatu do wylewania �elu 

MiniGel Slab firmy Hoeffer nanosz�c płyn przy pomocy pipety po kraw�dzi płytki. 

Na powierzchni� roztworu akrylamidów naniesiono ok. 0,5 cm warstw� mieszaniny 

butanolu z wod� destylowan� aby odizolowa� roztwór od tlenu atmosferycznego, 

który zaburza proces polimeryzacji �elu. Roztwór akrylamidów polimeryzował przez 

0,5 godziny w temp. pokojowej. 
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  Przygotowanie �elu zag�szczaj�cego (górnego). 

Po przepłukaniu przestrzeni mi�dzypłytkowej wod� destylowan�, na górny brzeg 

�elu rozdzielaj�cego naniesiono roztwór akrylamidów o nast�puj�cym składzie: 4% 

akrylamidy; 10% SDS; 20% APS; 0,2% TEMED; 0,5 M Tris; pH 6,8. W 

polimeryzuj�cym roztworze �elu górnego (zag�szczaj�cego) zanurzono form� w 

kształcie grzebienia aby wymodelowa� studzienki do naniesienia próbek białka. Po 

upływie 15 min. roztwór akrylamidów osi�gn�ł zadowalaj�cy stopie� polimeryzacji, 

pozwalaj�cy na przeprowadzenie elektroforezy białka w warunkach denaturuj�cych. 

  Przygotowanie próbki białka do rozdziału na �elu. 

Próbki białka poddano ultrafiltracji na „sicie” o punkcie odci�cia 10 kD i 

rozcie�czono wod� destylowan� uzyskuj�c st��enie 1mg/ml. Do probówki 

Eppendorf naniesiono 10 µl tak przygotowanego roztworu, co odpowiada 10 µg 

białka. Nast�pnie dodano 10 µl buforu redukuj�cego (Laemli Buffer) zawieraj�cego 

SDS, β-merkaptoetanol, glicerol, bromophenol blue i Tris-HCl o pH 6,8. Tak 

przygotowane próbki poddano denaturacji termicznej przez ogrzewanie na ła
ni 

wodnej w temp. 95
0
C przez 4 min. 

  Elektroforeza. 

Przygotowano bufor elektrodowy do elektroforezy o składzie: 25 mM Tris, 192 mM 

glicyna, 0,1% SDS. Bufor schłodzono przed u�yciem do 4
0
C. Po usuni�ciu formy z 

�elu zag�szczaj�cego, płytki z �elem zamocowano w aparacie do elektroforezy firmy 

Hoeffer. Kompartmenty aparatu i woln� przestrze� mi�dzypłytkow� wraz ze 

studzienkami w �elu, wypełniono buforem elektrodowym. Do studzienek naniesiono 

20 µl próbki białka i oraz wzorce masowe. Do elektrody dolnej aparatu podł�czono 

biegun dodatni zasilacza pr�du stałego a do elektrody górnej biegun ujemny. 

Elektroforez� prowadzono przez 2,5 h pr�dem o napi�ciu 80-100 V. 

  Wybarwienie �elu. 

�el przepłukano kilkakrotnie wod� i zanurzono w roztworze barwi�cym 

zawieraj�cym Coomassie R-250, metanol i kwas octowy. Barwienie �elu 

przeprowadzono na kołysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 2 godziny. 

  Odbarwienie �elu i interpretacja wyników. 

Wybarwiony �el zanurzono w wodnym roztworze odbarwiaj�cym o składzie: 10% 

vol. metanol, 10% vol. kwas octowy na okres 3 godzin. Nast�pnie usuni�to roztwór 

odbarwiaj�cy a �el zalano wod�. Obraz �elu zapisano przy pomocy skanera DeskJet 
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IIcx firmy Hewlett Packard. Frakcje oceniono analizuj�c poło�enie, intensywno�� i 

liczb� pr��ków białkowych na odpowiedniej �cie�ce �elu. 

 

5.1.8. Test wi�zania wolnych kwasów tłuszczowych z białkiem 

Charakterystyczn� wła�ciwo�ci� L-FABP jest zdolno�� wi�zania wolnych kwasów 

tłuszczowych. Naturalnymi ligandami białka L-FABP s� zatem wolne kwasy 

tłuszczowe, zwłaszcza wielonienasycone, które wi��� si� do niego z du�ym 

powinowactwem. Aby oceni� zawarto�� L-FABP we frakcjach eluowanych z 

kolumny Sephadex G-50 przeprowadzono test wi�zania znakowanych radioaktywnie 

wolnych kwasów tłuszczowych z białkami zebranych frakcji. 

  Przygotowanie próbek białka. 

Do�wiadczenie przeprowadzono na 5 próbach kolejno zebranych z kolumny 

Sephadex G-50, oznaczonych odpowiednio: A, B, C, D i E (Ryc. 4, str. 59). Jako 

kontroli pozytywnej u�yto odtłuszczonej albuminy bydl�cej (BSA), a jako kontroli 

negatywnej cytochromu c izolowanego z ko�skiego serca. Ka�d� z 7 testowanych 

próbek białka umieszczono w probówce typu Eppendorf i rozcie�czono 

buforowanym roztworem soli fizjologicznej PBS o pH 7,4 uzyskuj�c 400 µl roztwór 

zawieraj�cy 5 µg białka. Próbki inkubowano w obecno�ci 1 µM roztworu 

znakowanego radioaktywnie palmitynianu [1-
14

C] w temp. 37
0
C przez 10 min. W 

trakcie inkubacji radioaktywny palmitynian wysycał potencjalne miejsca wi�zania 

kwasów tłuszczowych w cz�steczkach białka. Po zako�czeniu inkubacji próbki 

schłodzono w lodzie przez 5 min. Nast�pnie próbki „odsolono” metod� 

chromatografii kolumnowej aby pozby� si� niezwi�zanych z białkiem cz�steczek 

radioaktywnego liganda. Zastosowano w tym celu komercyjn� kolumn� 

chromatograficzn� o wymiarach 1 x 10 cm wypełnion� zło�em Sephadex G-25. Na 

kolumn� nanoszono ka�d� z próbek i s�czono grawitacyjnie eluuj�c białko buforem 

PBS. Zbierano frakcje o obj�to�ci 1 ml. Białko zwi�zane z radioaktywnym ligandem 

wypływało w obj�to�ci pró�nej kolumny, tj. ok. 4 ml obj�to�ci elucji, co 

potwierdzono oznaczaj�c białko metod� Bradforda [155]. 

  Pomiar radioaktywno�ci. 

Zmierzono radioaktywno�� ka�dej z zebranych frakcji. Analiz� przeprowadzono na 

liczniku scyntylacyjnym (Beckman LS6000IC) z zastosowaniem specjalnego 

programu licz�cego dla radioaktywnego izotopu w�gla 
14

C. Próbk� o obj�to�ci 50 µl 
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ka�dej z zebranych frakcji zawieszono w 5 ml roztworu scyntylacyjnego i poddano 

analizie. Warto�� zmierzonej radioaktywno�ci odczytywano w jednostkach [cpm]. 

Jako kontrol� pozytywn� wykorzystano 50 µl próbk� 1 µM roztworu znakowanego 

radioaktywnie roztworu palmitynianu [1-
14

C] o radioaktywno�ci równej 40 tys. cpm. 

Kontrol� negatywn� był bufor wykazuj�cy radioaktywno�� na poziomie 15 cpm. 

  Interpretacja wyników. 

Najwy�sz� radioaktywno�� w�ród badanych frakcji (A – E) wykazała typowana na 

obecno�� L-FABP frakcja „C” zebrana z kolumny Sephadex G-50 (Ryc. 4, str. 59). 

Znacznie mniejsz� radioaktywno�ci� charakteryzowała si� próbka cytochromu c 

inkubowana z radioaktywnym palmitynianem. Natomiast wi�ksz� radioaktywno�� 

zmierzono w próbce delipidowanej albuminy bydl�cej inkubowanej z 

radioaktywnym palmitynianem (Ryc. 6, str. 61). 

 

5.1.9. Liofilizacja 

Frakcj� białkow� zabezpieczon� po rozdziale na kolumnie chromatograficznej 

Sephadex G-50 Superfine poddano liofilizacji w temp. (-20
0
C) w warunkach 

podci�nienia w celu zag�szczenia próbki. 

 

5.1.10. S�czenie molekularne na �elu BioGel P-10 

Kolumn� chromatograficzn� o �rednicy 2,5 cm upakowano obj�to�ci� 0,5 l zło�a 

BioGel P-10 po uprzednim zawieszeniu w buforze kolumnowym o składzie: 10 mM 

Tris, 150 mM KCl, 0,02% NaN3 o pH 8,0 i termicznym odgazowaniu. Kolumn� 

zrównowa�ono przepłukuj�c zło�e 1,5 l buforu kolumnowego w temp. 4
0
C. 

Nast�pnie przeprowadzono kalibracj� kolumny wykorzystuj�c jako standard masowy 

cytochrom c o masie cz�steczkowej 14,2 kD izolowany z ko�skiego serca. Obj�to�� 

elucji cytochromu c wynosiła 230 ml. Przed wła�ciwym rozdziałem próbki kolumn� 

ponownie przepłukano 3 obj�to�ciami zło�a. 

Liofilizat z pkt. 5.1.9 rozpuszczono w 3,5 ml wody destylowanej. Cał� obj�to�� 

roztworu naniesiono na powierzchni� zło�a i rozpocz�to elucj� buforem 

kolumnowym o składzie podanym powy�ej. Rozdział prowadzono w temp. 4
0
C przy 

stałym przepływie 40 ml/h. Frakcje o obj�to�ci 5ml zbierano przy pomocy kolektora 

frakcji i analizowano mierz�c absorbancj� przy długo�ci fali λ=280 nm. Analiza 
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chromatogramu wykazała obecno�� 2 szczytów absorbancji (Ryc. 7, str. 62). 

Pierwszy szczyt odpowiadał obj�to�ci elucji równej 180 ml a drugi obj�to�ci elucji 

równej 220 ml. Zgodnie z chromatogramem kalibracyjnym frakcje składaj�ce si� na 

drugi szczyt powinny zawiera� białka o masie 14 – 15 kD, co potwierdzono 

elektroforetycznie. Na tej podstawie zebrano i zabezpieczono 3 frakcje drugiego 

szczytu o nr 42-44 (Ryc. 7, str. 62). 

  

5.1.11. Ultrafiltracja 

Kolejnym etapem oczyszczania białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby 

ludzkiej była ultrafiltracja 15 ml próbki białka zebranej z kolumny BioGel P-10. 

Próbk� naniesiono na membran� o punkcie odci�cia 10 kD i wirowano w temp. 4
0
C 

przy 1,5 tys. x g przez 30 min. W trakcie ultrafiltracji dwukrotnie wymieniono bufor 

na 10 mM Tris o pH 8,2. Uzyskano 1,9 ml renatantu. St��enie białka w renatancie 

zmierzone metod� Bradforda wynosiło 2,6 mg/ml. 

 

5.1.12. Ocena homogenno�ci białka metod� SDS-PAGE na 

�elu gradientowym 

  Przygotowanie gradientowego �elu rozdzielaj�cego (dolnego). 

Do przygotowania poliakrylamidowego �elu gradientowego zastosowano 30% 

wodny roztwór mieszaniny Akrylamidu i N,N’-Methylene-bis Akrylamidu w 

stosunku wagowym 36,5 : 1, zwany dalej roztworem akrylamidów. Na bazie 

roztworu akrylamidów sporz�dzono 2 roztwory ró�ni�ce si� st��eniem procentowym 

akrylamidów, tzw. roztwór „lekki” o składzie: 8% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS; 

0,05% TEMED; 1, 5 M Tris; pH 8,8 oraz roztwór „ci��ki” o nast�puj�cym składzie: 

18% akrylamidy; 10% SDS; 10% APS; 0,05% TEMED; 1, 5 M Tris; pH 8,8; 0,47 M 

sacharoza. 

Oba roztwory wprowadzono do komór miksera gradientu umo�liwiaj�c ich 

wzajemny kontakt przez niewielki otwór w �cianie rozdzielaj�cej obie komory, przy 

czym roztwór „lekki” umieszczono w komorze z zewn�trznym otworem wypływu. 

W tej samej komorze zainstalowano mieszadło magnetyczne, aby zapewni� 

równomierne mieszanie si� roztworów w trakcie wypływu. Pod kontrol� pompy 

perystaltycznej przepompowano zawarto�� obu komór do aparatu do wylewania �elu 
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MiniGel Slab firmy Hoeffer. Roztwór �elu gradientowego pompowano do aparatu 

przez specjalny otwór wpustowy u jego podstawy. Nast�pnie do aparatu 

wpompowano roztwór wypełniaj�cy o bardzo du�ej g�sto�ci, tzw. plug solution (1,46 

M sacharoza, 0,125 M Tris; pH 8,8), który wypełnił komor� wlotow� u podstawy 

aparatu i przemie�cił gradientowy roztwór akrylamidów do przestrzeni pomi�dzy 

płytkami aparatu. W ten sposób, frakcja roztworu akrylamidów o st��eniu ok. 8% 

znalazła si� w górnej cz��ci przestrzeni mi�dzypłytkowej a frakcja o wi�kszym 

st��eniu akrylamidów – ok. 18% wypełniła przypodstawn� cz��� tej przestrzeni. Na 

powierzchni� gradientowego roztworu akrylamidów naniesiono ok. 0,5 cm warstw� 

mieszaniny butanolu z wod� destylowan�, aby odizolowa� roztwór od tlenu 

atmosferycznego, który zaburza proces polimeryzacji �elu. Gradientowy roztwór 

akrylamidów polimeryzował przez 0,5 godziny w temp. pokojowej. Otrzymano 

gradientowy �el rozdzielaj�cy o st��eniu akrylamidów zmieniaj�cym si� w sposób 

ci�gły od 8% w górnej cz��ci �elu do 18% u jego podstawy. 

  Przygotowanie �elu zag�szczaj�cego (górnego). 

Po przepłukaniu przestrzeni mi�dzypłytkowej wod� destylowan�, na górny brzeg 

gradientowego �elu rozdzielaj�cego naniesiono roztwór akrylamidów o 

nast�puj�cym składzie: 4% akrylamidy; 10% SDS; 20% APS; 0,2% TEMED; 0,5 M 

Tris-HCl; pH 6,8. W polimeryzuj�cym roztworze �elu górnego (zag�szczaj�cego) 

zanurzono form� w kształcie grzebienia, aby wymodelowa� studzienki do 

naniesienia próbek białka. Po upływie 15 min. roztwór akrylamidów osi�gn�ł 

zadowalaj�cy stopie� polimeryzacji, pozwalaj�cy na przeprowadzenie elektroforezy 

białka w warunkach denaturuj�cych. 

  Przygotowanie próbki białka do rozdziału na �elu gradientowym. 

Próbk� białka rozcie�czono wod� destylowan� uzyskuj�c st��enie 1mg/ml. Do 

probówki Eppendorf naniesiono 10 µl tak przygotowanego roztworu, co odpowiada 

10 µg białka. Do próbki dodano 10 µl buforu redukuj�cego (Laemli Buffer) 

zawieraj�cego SDS, β-merkaptoetanol, glicerol, bromophenol blue i Tris-HCl o pH 

6,8. Tak przygotowan� próbk� poddano denaturacji termicznej przez ogrzewanie na 

ła
ni wodnej w temp. 95
0
C przez 4 min. 

  Elektroforeza. 

Przygotowano bufor elektrodowy do elektroforezy o składzie: 25 mM Tris, 192 mM 

glicyna, 0,1% SDS. Bufor schłodzono przed u�yciem do 4
0
C. Po usuni�ciu formy z 
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�elu zag�szczaj�cego, płytki z �elem zamocowano w aparacie do elektroforezy firmy 

Hoeffer. Kompartmenty aparatu i woln� przestrze� mi�dzypłytkow� wraz ze 

studzienkami w �elu, wypełniono buforem elektrodowym. Do studzienek naniesiono 

20 µl próbki białka i analogicznie przygotowan� próbk� cytochromu c oraz wzorce 

masowe. Do elektrody dolnej aparatu podł�czono biegun dodatni zasilacza pr�du 

stałego a do elektrody górnej biegun ujemny. Elektroforez� prowadzono przez 2,5 h 

pr�dem o napi�ciu 80-100 V. 

  Wybarwienie �elu. 

Po usuni�ciu płytek z �elem z aparatu do elektroforezy, delikatnie oddzielono �el od 

powierzchni płytek. �el przepłukano kilkakrotnie wod� i zanurzono w roztworze 

barwi�cym zawieraj�cym Coomassie R-250, metanol i kwas octowy. Barwienie �elu 

przeprowadzono na kołysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 2 godziny. 

  Odbarwienie �elu i interpretacja wyników. 

Wybarwiony �el zanurzono w wodnym roztworze odbarwiaj�cym o składzie: 10% 

vol. metanol, 10% vol. kwas octowy na okres 3 godzin. Nast�pnie usuni�to roztwór 

odbarwiaj�cy a �el zalano wod�. Frakcje białka widoczne były jako poziome, 

niebieskie pr��ki na tle bezbarwnego �elu. Obraz �elu zapisano przy pomocy skanera 

DeskJet IIcx firmy Hewlett Packard. 

 

5.1.13. Chromatografia jonowymienna –  DEAE Sephadex A-

25 

Próbk� białka z pkt. 5.1.11 poddano dalszemu oczyszczaniu metod� chromatografii 

jonowymiennej. Kolumn� o wymiarach 1 x 12 cm wypełniono 10 ml odpowiednio 

przygotowanego zło�a DEAE Sephadex A-25. Kolumn� zrównowa�ono 3 

obj�to�ciami buforu: 10 mM Tris pH 8,2. Próbk� białka naniesiono na �el a nast�pnie 

przepłukano kolumn� 3 obj�to�ciami ww. buforu. Dane z pi�miennictwa [62,156] 

oraz szacunki teoretyczne [157] wskazuj�, �e punkt izoelektryczny w�trobowego 

białka wi���cego kwasy tłuszczowe jest znamiennie ni�szy od 8 (pI � 6), a zatem w 

�rodowisku o pH 8,2 L-FABP powinno ono posiada� ładunek ujemny, co umo�liwia 

zwi�zanie si� białka ze zło�em. 

Elucj� białka zwi�zanego z kolumn� przeprowadzono gradientem st��enia NaCl od 

0,01 do 0,5 M. Elucj� przeprowadzono w temp. 4
0
C. Przepływ ustalono na 20 ml/h. 

Frakcje o obj�to�ci 1 ml zbierano przy pomocy kolektora frakcji i analizowano 
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fotometrycznie przy długo�ci fali λ=280 nm wzgl�dem próby �lepej zawieraj�cej 

bufor 10 mM Tris pH 8,2. Analiza chromatogramu wykazała 2 nakładaj�ce si� 

szczyty z puncta maxima przypadaj�cymi odpowiednio na frakcje nr 22 i 25 (Ryc. 9, 

str. 64). Zebrano po 5 frakcji tworz�cych ka�dy ze szczytów, tj. 19-23, 24-28 

krzywej chromatogramu. Ka�d� z prób o obj�to�ci 5 ml poddano analizie 

elektroforetycznej na poliakrylamidowym �elu gradientowym w warunkach 

denaturuj�cych, zgodnie z procedur� opisan� w pkt. 5.1.12. Pul� frakcji 24-28 

uznano za roztwór homogennego białka L-FABP (Ryc. 10, str. 65). Próbk� poddano 

ultrafiltracji na membranie o punkcie odci�cia 10 kD w celu zag�szczenia i 

odsolenia. Uzyskano 2 mg homogennego L-FABP. Procedur� oczyszczania białka 

powtarzano wielokrotnie w celu uzyskania L-FABP w ilo�ci wystarczaj�cej do 

produkcji specyficznych przeciwciał poliklonalnych oraz zastosowania w te�cie 

ELISA. 

 

5.1.14. Elektroforeza preparatywna 

Ze wzgl�du na obecno�� �ladowych zanieczyszcze� izoformy L-FABP (Ryc. 10, str. 

65) uzyskanej zgodnie z opisan� wy�ej procedur� (5.1.1. – 5.1.13) podj�to prób� 

zastosowania elektroforezy preparatywnej, jako kolejnego etapu oczyszczania w celu 

uzyskania białka o mo�liwie najwy�szej homogenno�ci. 

Elektroforez� SDS-PAGE przeprowadzono na �elu gradientowym wg pkt. 5.1.12 z t� 

ró�nic�, �e do 8 centralnych studzienek naniesiono po 20 µg L-FABP (z pkt. 5.1.13), 

natomiast do 2 skrajnych po 20 µg cytochromu c z ko�skiego serca jako barwnego 

wzorca masowego. Rozdział elektroforetyczny prowadzono równolegle na 2 �elach, 

co pozwalało na poddanie procedurze preparatyki 320 µg białka o wysokim stopniu 

homogenno�ci. 

Po zako�czeniu rozdziału elektroforetycznego z obu �eli wyci�to w�ski pasek o 

szeroko�ci pr��ka odpowiadaj�cego masowo lokalizacji �ółtego pr��ka cytochromu 

c. Po usuni�ciu skrajnych �cie�ek oba wyci�te paski �elu zawieszono w niewielkiej 

ilo�ci buforu: 10 mM Tris, 150 mM KCl, 0,02% NaN3 o pH 8,0 i dokładnie 

homogenizowano. Nast�pnie otrzyman� zawiesin� rozcie�czono ww. buforem do 

obj�to�ci 50 ml i pozostawiono na noc w temp. 4
0
C intensywnie mieszaj�c 

mieszadłem magnetycznym. 
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Po 12 godz. inkubacji zawiesin� wirowano przez 10 min. przy 20 tys. x g. 

Supernatant delikatnie zlano znad osadu �elu poliakrylamidowego i poddano 

ultrafiltracji na sicie o punkcie odci�cia 10 kD a nast�pnie wirowano w temp. 4
0
C 

przy 1,5 tys. x g przez 30 min. W trakcie ultrafiltracji dwukrotnie wymieniono bufor 

na 10 mM Tris o pH 8,0. Uzyskano ok. 100 µl renatantu. St��enie białka w 

renatancie zmierzone metod� Bradforda wynosiło 0,3 mg/ml. Całkowita ilo�� 

uzyskanego białka, ok. 30 µg stanowiła zatem poni�ej 10% próby wyj�ciowej. Ze 

wzgl�du na mały odzysk zaniechano oczyszczania białka przy pomocy elektroforezy 

preparatywnej. 

 

5.2. Produkcja poliklonalnych przeciwciał anty-L-FABP 

Przeciwciała poliklonalne przeciwko ludzkiemu białku wi���cemu kwasy tłuszczowe 

w w�trobie otrzymano immunizuj�c królika homogennym białkiem L-FABP z 

ludzkiej w�troby wyizolowanym zgodnie z opisan� powy�ej procedur� (pkt. 5.1). 

  Przygotowanie próbki białka do szczepienia królika. 

Do szczepienia stosowano emulsj� próbki białka rozcie�czon� w jałowym PBS pH 

7,4 z komercyjnym adjuwantem Freunda kompletnym b�d
 niekompletnym. Emulsj� 

sporz�dzano mieszaj�c próbk� białka z oleistym adjuwantem Freunda w stosunku 

obj�to�ciowym 1 : 1 w wyjałowionej probówce Eppendorf. Do wytworzenia 

jednorodnej emulsji wykorzystano jednorazow�, jałow� strzykawk� o obj. 2 ml oraz 

jałow� igł� o �r. 0,7 mm. Zawarto�� pobierano do strzykawki a nast�pnie 

wstrzykiwano z powrotem do probówki. Po 50-krotnym powtórzeniu tej operacji 

uzyskiwano jednorodn� emulsj�, któr� podawano królikowi. 

 

5.2.1. Pobranie surowicy „zerowej” (kontrola negatywna) 

Tu� przed szczepieniem pobrano z �yły brze�nej ucha królika ok. 10 ml krwi. 

Uzyskana z tej próbki surowica była stosowana jako kontrola negatywna, tj. 

niezawieraj�ca specyficznych przeciwciał przeciwko białku wi���cemu kwasy 

tłuszczowe z w�troby ludzkiej. 
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5.2.2. Pierwsza dawka antygenu (dzie� 0.) 

Pierwsz� dawk� antygenu przygotowano w postaci 2 ml emulsji 2 mg homogennego 

białka L-FABP w roztworze PBS z kompletnym adjuwantem Freunda w stosunku 

obj�to�ciowym 1 : 1. Emulsj� podano królikowi podskórnie w okolicy karku. 

 

5.2.3. Pierwsza dawka przypominaj�ca (dzie� 28.) 

Pierwsz� dawk� przypominaj�c� antygenu przygotowano w postaci 2 ml emulsji 1 

mg homogennego białka L-FABP w roztworze PBS z niekompletnym adjuwantem 

Freunda w stosunku obj�to�ciowym 1 : 1. Emulsj� podano królikowi podskórnie w 

okolicy karku. 

 

5.2.4. Druga dawka przypominaj�ca (dzie� 56.) 

Drug� dawk� przypominaj�c� antygenu przygotowano  i podano analogicznie jak 

pierwsz� dawk� przypominaj�c� (patrz pkt. 5.2.3). 

 

5.2.5. Skrwawienie królika (dzie� 70.) 

Cykl szczepie� zako�czono pobieraj�c 20 ml krwi z �yły brze�nej ucha królika. 

Krew pobran� od królika pozostawiano na 1 h w probówce typu Corning (25 ml) w 

temp. pokojowej. Nast�pnie krew przetrzymywano przez 12 h w temp. 4
0
C. W 

kolejnym etapie probówk� ze skrzepł� krwi� wirowano przy 1,5 tys. x g przez 15 

min. w temp. 4
0
C. Ostro�nie zbierano supernatant, który zawierał surowic� królika. 

Surowic� podzielono na porcje po 1 ml i zabezpieczono w probówkach Eppendorf w 

temp. (-20
0
C). Skrócony protokół szczepienia i pobierania krwi przedstawiono w 

tabeli 2. 

Tabela 2. Skrócony protokół immunizacji królika. 

Dzie� Procedura Dawka na królika 

  0 
Pobranie surowicy "zerowej". 

Pierwsza dawka antygenu 

2 mg L-FABP w 2 ml emulsji z 

kompletnym adjuwantem Freunda 

28 
Pierwsza dawka 

przypominaj�ca 

1 mg antygenu w 2 ml emulsji z 

niekompletnym adjuwantem Freunda 

56 Druga dawka przypominaj�ca 
1 mg antygenu w 2 ml emulsji z 

niekompletnym adjuwantem Freunda 

70 Skrwawienie królika pobrano ok. 20 ml krwi 
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5.2.6. Immunodetekcja specyficznych przeciwciał anty-L-FABP 

metod� dot-blotting 

Przeprowadzono immunodetekcj� specyficznych przeciwciał anty-L-FABP w 

surowicy pobranej od królika przed i po immunizacji. Do�wiadczenie miało wykaza� 

czy po cyklu szczepie� w surowicy królika pojawiły si� przeciwciała przeciwko 

białku wi���cemu kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej. 

Przygotowano roztwór białka L-FABP w PBS o st��eniu 1 mg/ml. Na 2 suche paski 

Immobilonu P naniesiono po 1 µl roztworu. Odczekano 0,5 h, a� membrana 

wyschnie i zwi��e naniesione białko. Nast�pnie obie membrany zanurzono w 

buforze blokuj�cym zawieraj�cym 5% roztwór odtłuszczonego mleka w PBS i 

inkubowano przez 1 h na kołysce elektrycznej w temp. pokojowej w celu 

wyblokowania potencjalnych miejsc wi���cych białka na membranie. W kolejnym 

etapie ka�d� z membran inkubowano z surowic� królicz� rozcie�czon� buforem 

blokuj�cym w stosunku 1: 100 mieszaj�c na kołysce elektrycznej w temp. 

pokojowej. Membran� oznaczon� liter� „A” inkubowano z surowic� zerow� pobran� 

od królika przed immunizacj� a membran� „B” z surowic� królika po immunizacji. 

Obie membrany przepłukano inkubuj�c je 3-krotnie przez 15 min. w roztworze PBS, 

łagodnie mieszaj�c na kołysce. Dalej ka�d� z membran zanurzono w roztworze 

komercyjnych przeciwciał (sprz��onych kowalencyjnie z bydl�c� fosfataz� 

alkaliczn�) specyficznych wzgl�dem króliczych IgG, rozcie�czonych buforem 

blokuj�cym w stosunku 1: 3 tys. i inkubowano przez 1 h delikatnie mieszaj�c. Obie 

membrany przepłukano nast�pnie inkubuj�c je 2-krotnie przez 15 min. z roztworem 

PBS, łagodnie mieszaj�c na kołysce. Do ostatniego płukania u�yto wody podwójnie 

destylowanej, aby wypłuka� fosforan nieorganiczny, który jest inhibitorem fosfatazy 

alkalicznej – enzymu katalizuj�cego w kolejnym etapie detekcji reakcj�, której 

produktem jest barwny osad formazanu. 

Roztwór substratów dla fosfatazy alkalicznej przygotowano zgodnie z procedur� 

opisan� w podrozdziale pt. „Odczynniki” (pkt. 4.1.1 rozdziału „Materiały i metody”). 

Ka�d� z membran zanurzono w naczyniu z roztworem substratów dla AP. Naczynie 

zasłoni�to przed dopływem �wiatła. Obserwowano czy na membranie pojawia si� 

niebieski osad w kształcie mniej lub bardziej regularnych kół. Je�li po 30 min. 

inkubacji z enzymem osad si� nie pojawił, wynik immunodetekcji uznawano za 

negatywny, co oznaczało, �e w surowicy nie ma przeciwciał specyficznych 
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wzgl�dem ludzkiego L-FABP. Reakcj� przerywano przepłukuj�c membran� 3-

krotnie wod� destylowan�, a po wysuszeniu skanowano i zapisywano obraz w formie 

elektronicznej (Ryc. 11 A, B, str. 66). 

 

5.2.7. Izolacja immunoglobulin IgG z surowicy królika 

Z próbki surowicy immunizowanego królika, w której potwierdzono obecno�� 

przeciwciał anty-L-FABP metod� dot-blotting, wyizolowano frakcj� 

immunoglobulin IgG. Izolacja króliczych immunoglobulin miała na celu 

opracowanie czułej metody pomiaru st��enia L-FABP w płynach ustrojowych i 

wyeliminowanie potencjalnych, niespecyficznych interferencji w układzie 

pomiarowym ze strony innych białek obecnych w surowicy królika. Izolacj� 

immunoglobulin przeprowadzono metod� chromatografii powinowactwa 

wykorzystuj�c zjawisko specyficznej immunoadsorpcji króliczych immunoglobulin 

IgG z białkiem A [158]. 

Kolumn� chromatograficzn� o wymiarach 0,5 x 2 cm wypełniono 1 ml zło�a o 

wła�ciwo�ciach sita molekularnego (Sepharose CL-4B firmy Pharmacia) z niskim 

punktem odci�cia, sprz��onego kowalencyjnie z białkiem A. Obj�to�� 1 ml �elu 

„białko A–Sepharose CL-4B” wi��e 10-20 mg czystych immunoglobulin IgG. 

Kolumn� zrównowa�ono 10 ml buforu: 100 mM Tris pH 8,0. Do 1 ml surowicy 

króliczej dodano 0,1 ml buforu: 1 M Tris pH 8,0. Buforowany roztwór surowicy 

naniesiono na kolumn� powinowactwa. Nast�pnie kolumn� przepłukano 10 ml 

buforu: 100 mM Tris pH 8,0 i 10 ml buforu: 10 mM Tris pH 8,0. W kolejnym etapie 

eluowano immunoglobuliny zwi�zane z kolumn� przy pomocy kwa�nego roztworu 

glicyny: 100 mM glicyna pH 3,0. Frakcje o obj�to�ci 0,5 ml zbierano do probówek 

Eppendorf zawieraj�cych 50 µl buforu: 1 M Tris pH 8,0. 10 pierwszych frakcji 

zebrano do jednego naczynia i poddano ultrafiltracji na sicie z punktem odci�cia 

równym 30 kD, w celu wymiany buforu na PBS i jednoczesnego zag�szczenia 

próbki króliczych IgG. St��enie immunoglobulin okre�lono fotometrycznie mierz�c 

absorbancj� próbki przy długo�ci fali λ=280 nm wzgl�dem buforu glicynowego jako 

próby �lepej. W obliczeniach uwzgl�dniono warto�� współczynnika g�sto�ci 

optycznej dla IgG, która wynosi 1,33 dla roztworu IgG o st��eniu 1 mg/ml [158]. Z 

1 ml surowicy królika otrzymano ok. 5 mg czystych immunoglobulin IgG. Próbk� 
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IgG o st��eniu 3,6 mg/ml rozporcjowano do probówek Eppendorf po 50 µl i 

przechowywano w temp. (-20
0
C). 

 

5.2.8. Kontrola specyficzno�ci otrzymanych immunoglobulin 

anty-L-FABP 

Przed zastosowaniem immunoglobulin anty-L-FABP do ilo�ciowego oznaczania L-

FABP w materiale biologicznym, sprawdzono specyficzno�� przeciwciał wzgl�dem 

L-FABP. Zasadniczym zało�eniem do�wiadczenia było wykluczenie ewentualnych 

reakcji krzy�owych przeciwciał anty-L-FABP z innymi białkami ekstraktu w�troby 

ludzkiej. W tym celu zastosowano metod� z wyboru, czyli Western-blotting. 

Ekstrakt w�troby ludzkiej przygotowano zgodnie z opisan� wcze�niej procedur� – 

pkt. 5.1.1 – 5.1.2. Zmierzono st��enie białka w otrzymanym ekstrakcie metod� 

Bradforda [155], a nast�pnie rozcie�czono ekstrakt wod� destylowan� uzyskuj�c 

st��enie białka w próbie równe 1 mg/ml. Tak przygotowan� próbk� ekstraktu 

podzielono na 8 cz��ci i ponumerowano od 2 do 9. Do próbek o numerach od 3 do 9 

dodano wyizolowane z w�troby ludzkiej homogenne białko L-FABP, tak by st��enie 

dodanego L-FABP (nie licz�c st��enia natywnego L-FABP obecnego w ekstrakcie) 

wynosiło odpowiednio: 10 ng/ml, 100 ng/ml, 1µg/ml, 10 µg/ml, 100 µg/ml, 1 mg/ml, 

10 mg/ml. Jako kontrol� negatywn� zastosowano próbk� ko�skiego cytochromu c w 

st��eniu 5 mg/ml. Do 10 µl ka�dej z próbek dodano 10 µl buforu lizuj�cego (Laemli 

Buffer) i poddano je denaturacji termicznej zgodnie z pkt. 5.1.12. 

Próbki naniesiono na kolejne �cie�ki �elu gradientowego 8-18% przygotowanego wg 

opisanej wy�ej procedury (patrz pkt. 5.1.12). Na skrajne �cie�ki �elu (1. i 10.) 

naniesiono po 20 µl próbki z cytochromem c. Na kolejne �cie�ki �elu (od 2. do 9.) 

naniesiono próbki oznaczone numerami odpowiednio od 2 do 9, jak opisano 

powy�ej. Elektroforez� w warunkach denaturuj�cych przeprowadzono wg opisu w 

pkt. 5.1.12. Elektroforez� przeprowadzono na dwóch bli
niaczych �elach 

gradientowych, z których jeden wybarwiono na obecno�� białka metod� Coomassie 

(zgodnie z pkt. 5.1.12), a drugi wykorzystano do transferu rozdzielonych frakcji 

białkowych na membran� Immobilon P (Ryc. 12 A i B, str. 67). 

Przeprowadzono tzw. transfer mokry białka z �elu na membran�. Metoda polega na 

umieszczeniu �elu z rozdzielonymi elektroforetycznie próbkami białka oraz 

odpowiednio przygotowanej membrany w zbiorniku wypełnionym specjalnym 
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buforem elektrodowym (st�d nazwa „mokry”), w taki sposób, �e kierunek linii sił 

pola elektrostatycznego jest prostopadły do płaszczyzny �elu i przylegaj�cej do niego 

membrany, przy czym zwrot linii sił pola elektrostatycznego jest skierowany od 

membrany do �elu. W warunkach tak zdefiniowanego pola elektrostatycznego 

cz�steczki zdenaturowanych białek, opłaszczone ujemnie naładowanymi 

cz�steczkami SDS przemieszczaj� si� z �elu na membran� Immobilon P, w 

strukturze której zostaj� uwi�zione. 

  Przygotowanie �elu i membrany do transferu. 

�el wyj�to z aparatu do elektroforezy i przepłukano 3-krotnie wod� destylowan�. 

Wyci�to pasek membrany Immobilon P o wymiarach �elu (8 x 10 cm). Czynno�� t� 

wykonywano w r�kawicach uwa�aj�c �eby nie zatłu�ci� powierzchni membrany. Z 

tego powodu wszelkie operacje manualne zwi�zane z przemieszczeniem membrany 

wykonywano przy pomocy specjalnej p�sety chwytaj�c membran� delikatnie za 

jeden z brzegów. Membran� zanurzono na 1 minut� w naczyniu wypełnionym 

metanolem. Nast�pnie przepłukano j� kilkakrotnie wod� destylowan�. Do zło�enia 

„kanapki” z �elu i membrany wykorzystano równie� 6 pasków bibuły filtracyjnej o 

wymiarach nieco wi�kszych od wymiarów �elu, które rozmieszczono po 3 z ka�dej 

strony „kanapki”. Do plastykowej kuwety wlano bufor do transferu przygotowany 

zgodnie z opisan� procedur� (pkt. 4.1.2). Moduł aparatu do formowania kanapki 

zanurzono w kuwecie z buforem i umieszczono kolejno 3 warstwy bibuły, membran� 

Immobilon P, �el poliakrylamidowy i ponownie 3 warstwy bibuły. Nast�pnie 

walcowano „kanapk�” przy pomocy bagietki szklanej, aby usun�� ewentualne 

p�cherze powietrza zgromadzone pomi�dzy warstwami „kanapki”. Tak 

przygotowan� „kanapk�” umieszczono w zbiorniku aparatu do transferu 

wypełnionym buforem do transferu (pkt. 4.1.2). Nast�pnie do elektrod aparatu 

podł�czono napi�cie pr�du stałego o warto�ci 20 V w taki sposób, �e biegun dodatni 

znalazł si� po stronie membrany a ujemny po stronie �elu. Transfer prowadzono 

przez 14 h. 

  Immunodetekcja. 

Po zako�czeniu transferu membran� usuni�to z „kanapki”, umieszczono w 

plastykowej kuwecie i przepłukano 3-krotnie roztworem PBS. Nast�pnie membran� 

zanurzono w buforze blokuj�cym zawieraj�cym 5% roztwór odtłuszczonego mleka 

w PBS i inkubowano przez 1 h na kołysce elektrycznej w temp. pokojowej w celu 

wyblokowania potencjalnych miejsc wi���cych białka na membranie. W kolejnym 
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etapie membran� inkubowano z 10 ml roztworu oczyszczonych króliczych 

immunoglobulin IgG rozcie�czonych buforem blokuj�cym do st��enia IgG równego 

50 µg/ml mieszaj�c nieustannie na kołysce elektrycznej w temp. pokojowej przez 1h. 

Dalej membran� przepłukano inkubuj�c j� 3-krotnie przez 15 min. w 200 ml 

roztworu PBS, łagodnie mieszaj�c na kołysce. Nast�pnie membran� zanurzono w 

roztworze komercyjnych przeciwciał (sprz��onych kowalencyjnie z bydl�c� 

fosfataz� alkaliczn�) specyficznych wzgl�dem króliczych przeciwciał IgG, 

rozcie�czonych buforem blokuj�cym w stosunku 1 : 3 tys. i inkubowano przez 1 h 

delikatnie mieszaj�c. Membran� przepłukano nast�pnie inkubuj�c j� 2-krotnie przez 

15 min. w roztworze PBS, łagodnie mieszaj�c na kołysce. Do ostatniego płukania 

u�yto wody podwójnie destylowanej, aby wypłuka� fosforan nieorganiczny, który 

jest inhibitorem fosfatazy alkalicznej – enzymu katalizuj�cego w kolejnym etapie 

detekcji reakcj�, której produktem jest barwny osad formazanu. 

Roztwór substratów dla fosfatazy alkalicznej przygotowano zgodnie z procedur� 

opisan� w podrozdziale pt. „Odczynniki” (pkt. 4.1.1 rozdziału „Materiały i metody”). 

Membran� zanurzono w naczyniu z roztworem substratów dla AP. Naczynie 

osłoni�to przed dost�pem �wiatła. Obserwowano czy na membranie pojawia si� 

niebieski osad w kształcie pr��ka. Je�li po kilku minutach inkubacji wysycenie 

pr��ków było dostatecznie wyra
ne, przerywano reakcj� przepłukuj�c membran� 3-

krotnie wod� destylowan�. Po wysuszeniu membran� skanowano a zapis 

elektroniczny obrazu membrany zabezpieczono do analizy (Ryc. 12 B, str. 67). 

  Kontrola negatywna. 

Western-blotting przeprowadzono ponownie w sposób opisany powy�ej u�ywaj�c 

jako I przeciwciał w procesie immunodetekcji, roztworu „zerowej” (kontrolnej) 

surowicy królika pobranej przed immunizacj� białkiem L-FABP, rozcie�czonej w 

buforze blokuj�cym w stosunku 1 : 100. 

 

5.2.9. Kontrola czuło�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-

FABP 

Sprawdzenie czuło�ci poliklonalnych immunoglobulin króliczych IgG anty-L-FABP 

przeprowadzono oznaczaj�c st��enie wyizolowanego antygenu L-FABP w roztworze 

wodnym metod� po�redniego testu ELISA. 
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Po�redni test ELISA jest metod� z wyboru do ilo�ciowego okre�lenia zawarto�ci 

antygenu w próbce o stosunkowo du�ej czysto�ci [159]. Polega on na 

wytapetowaniu studzienek na płytce polistyrenowej antygenem białkowym. W 

kolejnych etapach testu nanosi si� do studzienek tzw. I przeciwciała skierowane 

przeciwko badanemu antygenowi a nast�pnie po uprzednim wypłukaniu studzienek, 

nanosi si� do nich przeciwciała tzw. II sprz��one z enzymem a specyficzne 

wzgl�dem przeciwciał I-szych. Po dokładnym wypłukaniu płytki ELISA, enzym 

detekcyjny b�dzie obecny jedynie w tych studzienkach, w których znajduje si� 

badany antygen w st��eniu mieszcz�cym si� w zakresie czuło�ci metody, co zale�y 

m.in. od czuło�ci I-szych przeciwciał. Homogenna próbka antygenu ułatwia 

równomierne wytapetowanie studzienek, eliminuj�c problem kompetycji ró�nych 

antygenów o miejsca wi�zania z polistyrenem, co zapewnia logarytmiczn� zale�no�� 

OD od st��enia antygenu w próbce. 

Do przeprowadzenia testu wykorzystano homogenn� próbk� wyizolowanego z 

ludzkiej w�troby białka wi���cego kwasy tłuszczowe L-FABP. Do wszystkich 96 

studzienek na płytce Maxisorp (płytki ELISA o wzmo�onym powinowactwie firmy 

Nunc), naniesiono 50 µl buforu w�glanowego o pH 9,6 przygotowanego wg przepisu 

podanego w pkt. 4.1.3. Przygotowano próbk� antygenu L-FABP rozcie�czon� w 

buforze w�glanowym do st��enia 2,56 µg/ml. Przy pomocy 8-kanałowej pipety 

automatycznej naniesiono 50 µl roztworu L-FABP do pierwszej kolumny studzienek 

oznaczonej cyfr� „1” i dokładnie wymieszano 8-krotnie napełniaj�c i opró�niaj�c 

ko�cówki pipety. Uzyskano w ten sposób w 1-szej kolumnie studzienek 100 µl 

roztworu L-FABP o st��eniu 1,28 µg/ml. Nast�pnie z ka�dej z tych studzienek 

pobrano po 50 µl roztworu L-FABP i przeniesiono t� obj�to�� do studzienek 

kolumny nr 2, dokładnie mieszaj�c jak opisano wy�ej. Czynno�� t� powtórzono 

jeszcze 10-krotnie, z tym, �e 50 µl pobranych z ka�dej studzienki kolumny nr 11 nie 

przeniesiono ju� do kolumny 12-tej. Uzyskano w ten sposób seryjne rozcie�czenie 

L-FABP od 1,28 µg/ml w kolumnie 1-szej do 1,25 ng/ml w kolumnie 11. Studzienki 

kolumny 12. stanowiły kontrol� negatywn�. Wysokie pH buforu w�glanowego 

sprawia, �e wi�kszo�� białek rozpuszczonych w tym �rodowisku staje si� anionami 

co ułatwia kontakt z dodatnio naładowanym polistyrenem tworz�cym �ciany 

studzienek. Nale�y jednak podkre�li�, �e decyduj�c� rol� w zwi�zaniu białka z 

płytk� ELISA odgrywaj� wi�zania hydrofobowe. Płytk� umieszczono na specjalnym 
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mieszadle elektrycznym wprawiaj�cym płytk� w ruch obrotowy z pr�dko�ci� 200 

obr./min i inkubowano przez 1h w temp. pokojowej. Intensywne mieszanie 

zawarto�ci studzienek ma na celu ułatwienie kontaktu cz�steczek ze �ciankami 

studzienek, co znacznie skraca czas konieczny na kompletne wysycenie miejsc 

polistyrenu wi���cych białko. Nast�pnie wszystkie studzienki na płytce wypłukano 

3-krotnie opró�niaj�c zawarto�� ka�dej z nich a potem napełniaj�c 200 µl buforu do 

płukania płytki (pkt. 4.1.4). Czas nas�czania (obecno�ci roztworu płucz�cego w 

studzience w jednym cyklu mycia) tzw. soaking time wynosił 5 sek. Operacj� t� 

wykonywano przy u�yciu automatycznej płuczki do płytek ELISA. 

W kolejnym etapie do ka�dej z opró�nionych studzienek płytki ELISA dodano 100 

µl buforu blokuj�cego (pkt. 4.1.5) w celu wyblokowania wolnych miejsc polistyrenu 

wi���cych białko. Inkubacj� płytki przeprowadzono na mieszadle elektrycznym 

przez 1h w temp. pokojowej. 

Po zako�czonej inkubacji płytk� wypłukano zgodnie z wy�ej opisan� procedur�. Do 

opró�nionych studzienek dodano nast�pnie po 50 µl immunoglobulin IgG anty-L-

FABP rozcie�czonych w buforze blokuj�cym do st��enia 5 µg/ml. Płytk� 

inkubowano na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowej. 

  Wykonano kolejne płukanie płytki jak opisano wy�ej. 

Do ka�dej z opró�nionych studzienek płytki ELISA dodano po 50 µl roztworu 

komercyjnych II przeciwciał (kozich immunoglobulin anty-królicze-IgG, 

sprz��onych z jelitow� izoform� bydl�cej fosfatazy alkalicznej), rozcie�czonych w 

buforze blokuj�cym w stosunku 1 : 2 tys. Płytk� inkubowano ponownie na mieszadle 

elektrycznym przez 1h w temp. pokojowej.  

Po zako�czeniu inkubacji płytk� przepłukano 2-krotnie buforem do płukania płytki 

(pkt. 4.1.4), natomiast do trzeciego płukania u�yto wody podwójnie destylowanej, 

aby wypłuka� nadmiar fosforanu, który jest inhibitorem alkalicznej fosfatazy. 

Detekcj� przeprowadzono dodaj�c do wszystkich studzienek po 50 µl buforu z 

substratem dla AP (pkt. 4.1.6), który pod wpływem aktywno�ci enzymatycznej 

alkalicznej fosfatazy przekształca si� w rozpuszczalny w wodzie barwny produkt. Po 

15 min. inkubacji płytki w temp. pokojowej w miejscu pozbawionym dost�pu �wiatła 

odczytano fotometrycznie warto�� OD przy dł. fali λ=405 nm dla ka�dej ze 

studzienek przy pomocy specjalnego czytnika. Wyniki u�redniono i sporz�dzono 

wykres półlogarytmiczny zale�no�ci OD od st��enia antygenu, tj. L-FABP, którym 



 51

pokryto studzienki na płytce ELISA. Za granic� czuło�ci metody przyj�to 

najmniejsze st��enie L-FABP, dla którego zmierzona warto�� OD plasuje si� na 

liniowym odcinku krzywej i ró�ni si� istotnie od zmierzonego tła. 

 

5.3. Ilo�ciowe oznaczanie L-FABP w materiale biologicznym metod� 

kompetycyjnego testu ELISA 

Kompetycyjny test ELISA (w układzie blokuj�cym) do ilo�ciowego oznaczania L-

FABP w ludzkim materiale biologicznym zaprojektowano w nast�puj�cy sposób. 

Najpierw inkubowano próbk� badan� z roztworem immunoglobulin IgG anty-L-

FABP, w celu wyblokowania przeciwciał cz�steczkami natywnego L-FABP 

obecnego w próbie badanej. Nast�pnie do studzienek wytapetowanych wysycaj�cym 

roztworem L-FABP, naniesiono inkubowan� wcze�niej mieszanin� zło�on� z próbki 

badanej i roztworu oczyszczonych immunoglobulin IgG anty-L-FABP. W trakcie 

krótkiej inkubacji wi�zanie immunoglobulin anty-L-FABP z antygenem 

opłaszczaj�cym studzienk� było tym mniejsze, im wi�ksza była ilo�� natywnego L-

FABP w próbie badanej, które specyficznie zablokowało miejsca wi���ce 

immunoglobulin w trakcie fazy blokuj�cej testu. Po standardowym wypłukaniu 

płytki, inkubacji z II przeciwciałami anty-królicze-IgG sprz��onymi z AP i 

przeprowadzeniu reakcji barwnej, zmierzona w 405 nm g�sto�� optyczna roztworu 

była odwrotnie proporcjonalna do ilo�ci L-FABP w próbie badanej. Precyzyjne 

okre�lenie st��enia L-FABP w badanej próbie było mo�liwe poprzez porównanie 

odczytanej warto�ci OD z krzyw� wzorcow�, sporz�dzon� w oparciu o seryjne 

rozcie�czenia oczyszczonego L-FABP o znanym st��eniu. 

Pogl�dowy schemat kompetycyjnego testu ELISA z faz� blokuj�c� przedstawiono na 

poni�szej rycinie (Ryc. 3, str. 52). 
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Ryc. 3. Pogl�dowy schemat kompetycyjnego testu ELISA z faz� blokuj�c�. 

Wyró�niono 3 charakterystyczne etapy testu: 1 – blokowanie przeciwciał anty-L-

FABP antygenami zawartymi w próbce badanej na płytce opłaszczonej albumin� 

(oznaczonej w tek�cie jako „B”), 2 – transfer mieszaniny z etapu 1. na płytk� 

opłaszczon� wyizolowanym L-FABP (oznaczon� w tek�cie jako „M”), 3 – 

płukanie z nast�pow� faz� detekcji wtórnymi przeciwciałami anty-królicze IgG 

sprz��onymi z fosfataz� alkaliczn� (AP). Je�li w próbie badanej nie ma L-FABP 

albumina 

L-FABP 

białko ró�ne od L-FABP 

przeciwciało królicze 

anty-L-FABP 

przeciwciało kozie 

anty-królicze-IgG 

sprz��one z AP 

1 2 3 

b.  L-FABP  obecne w próbce 

1 2 3 

a.  brak L-FABP w próbce 
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na płytce „M” pojawia si� intensywne zabarwienie (Ryc. 3a), je�li L-FABP jest 

obecne – koloru brak (Ryc. 3b). 

 

Szczegółowy opis procedury do�wiadczalnej. 

Ka�dy kompetycyjny test ELISA przeprowadzano przy u�yciu 2 płytek Maxisorp 

(płytki ELISA firmy Nunc - o wzmo�onym powinowactwie do białka), z których 

jedn� okre�lon� roboczo mianem pomiarowej oznaczano liter� „M” od ang. 

(measure), a drug� u�ywan� do rozcie�czania prób badanych i mieszania z 

przeciwciałami w fazie blokuj�cej testu, oznaczano liter� „B” (od ang. block) i 

okre�lano roboczo mianem płytki blokuj�cej. 

  Przygotowanie płytki pomiarowej „M”. 

Do wszystkich 96 studzienek płytki pomiarowej naniesiono po 50 µl roztworu 

oczyszczonego L-FABP w buforze w�glanowym o pH 9,6 (pkt. 4.1.3) w st��eniu 5 

µg/ml, które jak wykazano wcze�niej jest st��eniem wysycaj�cym wszystkie miejsca 

płytki polistyrenowej wi���ce białko (pkt. 5.2.9). 

Płytk� „M” umieszczono na specjalnym mieszadle elektrycznym wprawiaj�cym 

płytk� w ruch obrotowy z pr�dko�ci� 200 obr./min i inkubowano przez 1h w temp. 

pokojowej. Intensywne mieszanie zawarto�ci studzienek ma na celu ułatwienie 

kontaktu cz�steczek ze �ciankami studzienek, co znacznie skraca czas konieczny na 

kompletne wysycenie miejsc polistyrenu wi���cych białko. Nast�pnie wszystkie 

studzienki na płytce „M” wypłukano 3-krotnie opró�niaj�c zawarto�� ka�dej z nich a 

potem napełniaj�c 200 µl buforu do płukania płytki (pkt. 4.1.4). Czas nas�czania 

(obecno�ci roztworu płucz�cego w studzience w jednym cyklu mycia) tzw. soaking 

time wynosił 5 sek. Operacj� t� wykonywano przy u�yciu automatycznej płuczki do 

płytek ELISA. 

W kolejnym etapie do ka�dej z opró�nionych studzienek pomiarowej płytki ELISA 

dodano 100 µl buforu blokuj�cego (pkt. 4.1.5) aby wyblokowa� ewentualne 

pozostałe miejsca polistyrenu wi���ce białko. Inkubacj� płytki „M” przeprowadzono 

na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowej. 

Po zako�czonej inkubacji płytk� „M” wypłukano zgodnie z wy�ej opisan� 

procedur�. 
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  Przygotowanie płytki „B”. 

Do wszystkich 96 studzienek płytki blokuj�cej „B” naniesiono po 200 µl buforu 

blokuj�cego (pkt. 4.1.5) aby wysyci� wszystkie miejsca polistyrenu wi���ce białko, 

czyli innymi słowy, pozbawi� płytk� ELISA „B” jakiejkolwiek zdolno�ci wi�zania 

białka. 

  Krzywa kalibracyjna. 

A�eby zapewni� wi�ksz� kontrol� powtarzalno�ci pomiaru, ka�dorazowo 

sporz�dzano 2 krzywe kalibracyjne, dla których rezerwowano 2 „górne” poziome 

rz�dy studzienek płytki ELISA „B”, opisane standardowo literami „A” i „B”. W obu 

rz�dach: „A” i „B”, składaj�cych si� z 12-tu studzienek sporz�dzano seryjne 

rozcie�czenia oczyszczonego L-FABP w buforze blokuj�cym (pkt. 4.1.5) zaczynaj�c 

od st��enia 2,5 µg/ml w kolumnie nr 1, a� do około 2 ng/ml w kolumnie nr 11. 

Obj�to�� naniesionego do ka�dej ze studzienek roztworu wynosiła 50 µl. Do 

ostatniej studzienki w rz�dzie „A” oraz w rz�dzie „B” (o numerze kolumny równym 

12) płytki blokuj�cej ELISA naniesiono 50 µl buforu blokuj�cego bez L-FABP 

(kontrola negatywna). 

  Przygotowanie próbek badanych. 

Do pozostałych rz�dów studzienek (tj. z wyj�tkiem 2 „górnych” rz�dów opisanych 

literami „A” oraz „B”) na płytce „B” nanoszono seryjne rozcie�czenia próbek 

badanych w buforze blokuj�cym (pkt. 4.1.5), w taki sposób, �e ka�dy rz�d 

studzienek był przeznaczony na seryjne rozcie�czenie jednej próbki. Ostatnie 

studzienki w ka�dym z rz�dów (tj. studzienki w kolumnie nr 12) wypełniano 

„czystym” buforem blokuj�cym. Obj�to�� roztworu we wszystkich studzienkach 

płytki blokuj�cej „B” wynosiła na tym etapie procedury do�wiadczalnej 50 µl. 

  Faza blokuj�ca kompetycyjnego testu ELISA. 

Do ka�dej z 96 studzienek blokuj�cej płytki „B” dodano po 50 µl roztworu 

immunoglobulin IgG anty-L-FABP w buforze blokuj�cym o st��eniu 1 µg/ml. A 

zatem w ka�dej ze studzienek płytki B znajdowało si� teraz po 100 µl roztworu 

immunoglobulin IgG anty-L-FABP o st��eniu 0,5 µg/ml, rozcie�czonych ró�nymi 

próbkami zarówno badanymi, jak i „wzorcowymi” o rozmaitej zawarto�ci białka L-

FABP. Płytk� „B” inkubowano nast�pnie nieustannie mieszaj�c na mieszadle 

elektrycznym (200 obr./min) przez 1 h w temp. pokojowej. Na tym etapie testu L-

FABP obecne w niektórych próbkach wi�zało si� specyficznie z immunoglobulinami 
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IgG anty-L-FABP blokuj�c tym samym miejsca wi���ce cz�steczek 

immunoglobulin. St�d nazwa tego etapu testu – faza blokuj�ca. 

  Faza immunoadsorpcji immunoglobulin IgG. 

W kolejnym etapie testu przeniesiono po 50 µl zawarto�ci ka�dej ze studzienek 

płytki „B” na płytk� pomiarow� „M”, zachowuj�c oryginalne koordynaty ka�dej 

próbki, tzn. 50 µl próbki A1 z płytki „B” przeniesiono do studzienki A1 na płytce 

„M”, 50 µl próbki A2 z płytki „B” przeniesiono do studzienki A2 na płytce „M”, itd. 

Inkubacj� prowadzono przez 30 min. w celu zwi�zania nadmiaru niewyblokowanych 

immunoglobulin IgG anty-L-FABP ze �ciankami studzienek płytki „M” 

opłaszczonych białkiem L-FABP. Im wi�ksza była zawarto�� natywnego L-FABP w 

próbie badanej, tym wi�cej było w mieszaninie kompleksów antygen-przeciwciało a 

tym samym, mniej wolnych immunoglobulin wi�zało si� ze studzienk� na płytce 

„M”. 

  Faza detekcji. 

Wykonano kolejne płukanie płytki „M” jak opisano wy�ej (patrz podrozdział pt. 

„Przygotowanie płytki pomiarowej M” pkt. 5.3). 

Do ka�dej z opró�nionych studzienek płytki ELISA dodano po 50 µl roztworu 

komercyjnych II przeciwciał (kozich immunoglobulin anty-królicze-IgG, 

sprz��onych z jelitow� izoform� bydl�cej fosfatazy alkalicznej), rozcie�czonych w 

buforze blokuj�cym w stosunku 1 : 2 tys. Płytk� pomiarow� „M” inkubowano 

ponownie na mieszadle elektrycznym przez 1h w temp. pokojowej.  

Po zako�czeniu inkubacji płytk� przepłukano 2-krotnie buforem do płukania płytki 

(pkt. 4.1.4), natomiast do trzeciego płukania u�yto wody podwójnie destylowanej, 

aby wypłuka� nadmiar fosforanu, który jest inhibitorem alkalicznej fosfatazy. 

Detekcj� przeprowadzono dodaj�c do wszystkich studzienek po 50 µl buforu z 

substratem dla AP (pkt. 4.1.6), który pod wpływem alkalicznej fosfatazy 

przekształca si� w rozpuszczalny w wodzie barwny produkt. Po 15-minutowej 

inkubacji płytki w temp. pokojowej w miejscu pozbawionym dost�pu �wiatła 

odczytano fotometrycznie warto�� OD przy dł. fali λ=405 nm dla ka�dej ze 

studzienek przy pomocy fotometru do mikropłytek (BioRad Microplate Reader, 

Model 3550-UV). Na podstawie odczytanych absorbancji sporz�dzono wykres 

półlogarytmiczny zale�no�ci OD od st��enia antygenu w próbkach „wzorcowych” i 

próbkach badanych. Ze wzgl�du na charakter kompetycyjnego testu ELISA 
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uzyskano odwrotnie proporcjonaln� zale�no�� OD od st��enia antygenu w próbie 

(korelacja ujemna). 

Krzyw� wzorcow� sporz�dzano ka�dorazowo na podstawie �rednich absorbancji 

odczytanych dla ka�dego punktu pomiarowego z rz�du „A” i „B”. Wła�ciw� krzyw� 

kalibracyjn� stanowiła linia regresji wykre�lona dla �rednich absorbancji st��e� 

wzorcowych L-FABP. 

St��enie natywnego L-FABP w próbce badanej okre�lono poprzez porównanie 

warto�ci OD odczytanej z krzywej regresji rozcie�cze� seryjnych próbki z warto�ci� 

st��enia L-FABP odczytanego z punktu krzywej kalibracyjnej o tej samej warto�ci 

OD i przemno�enie odczytanego st��enia przez krotno�� rozcie�czenia próbki. 

  Analiza wyników. 

Warto�ci st��enia L-FABP zmierzone materiale biologicznym pochodz�cym z 

jednorodnej próby u�redniono i podano wraz z odchyleniem standardowym. 

Rozcie�czenia seryjne próbek badanych miały na celu zwi�kszenie 

prawdopodobie�stwa uzyskania optymalnego rozcie�czenia próbki, dla którego 

odczytane OD zawierałoby si� w przedziale odpowiadaj�cym prostoliniowemu 

odcinkowi krzywej wzorcowej. Ponadto stanowiły dodatkow� kontrol� poprawno�ci 

pomiaru, poniewa� prawidłowo wykonane rozcie�czenia seryjne próbki tworzyły 

półlogarytmiczn� zale�no�� OD od rozcie�czenia, o przebiegu równoległym do 

krzywej wzorcowej. Analiza przebiegu krzywej rozcie�cze� dla próbki pozwalała na 

stosunkowo łatwe wychwycenie przypadkowych bł�dów grubych, co byłoby 

niemo�liwe przy ograniczeniu metody do pomiaru absorbancji w punkcie. 

Krzywa wzorcowa była sporz�dzana niezale�nie dla ka�dego pomiaru w celu 

zapewnienia maksymalnej dokładno�ci i powtarzalno�ci metody. 

 

5.4. Model zwierz�cy ostrej niewydolno�ci w�troby indukowanej 

galaktozamin� 

W celu oceny kinetyki uwalniania L-FABP do krwi w przebiegu ostrej 

niewydolno�ci w�troby wykorzystano zwierz�cy model do�wiadczalny ostrej 

niewydolno�ci w�troby indukowanej D-galaktozamin�. Z powodów oczywistych 

tego rodzaju bada� nie mo�na przeprowadzi� na ludziach. Na wykonanie bada� na 

zwierz�tach uzyskano wymagan� zgod� Komisji Etyki Bada� Naukowych. 
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Do do�wiadczenia wykorzystano 49 szczurów (samców), z czego 25 zwierz�t 

stanowiło subpopulacj� kontroln� (nietraktowan�), któr� wykorzystano do 

wyznaczenia „normy” fizjologicznej L-FABP w surowicy krwi (przy pomocy 

kompetycyjnego testu ELISA), charakteryzuj�cej badan� populacj� szczurów. 

Poziom górnej granicy „normy” L-FABP w surowicy szczura wyliczono sumuj�c 

�redni� arytmetyczn� z populacji 25 nietraktowanych szczurów kontrolnych i 

podwojon� warto�� odchylenia standardowego charakteryzuj�cego t� populacj�. 

Pozostał� grup� 24 zwierz�t wykorzystano do wła�ciwego do�wiadczenia i 

podzielono w tym celu na 2 podgrupy: kontroln� – traktowan� sol� fizjologiczn� (8 

zwierz�t) i grup� szczurów traktowanych galaktozamin� (16 zwierz�t). Szczurom 

kontrolnym podano dootrzewnowo roztwór soli fizjologicznej w obj�to�ci 1ml. 

Szczurom traktowanym podano w tym samym czasie roztwór D-galaktozaminy w 

soli fizjologicznej, w dawce 1200 mg/kg masy ciała [160,161], co odpowiadało 

�redniej dawce 450 mg galaktozaminy na 1 zwierz�. Nast�pnie w zdefiniowanych 

odst�pach czasu, po: 0, 2, 6, 10, 15, 20, 24 i 48 godz. od podania, zwierz�ta 

znieczulano eterem dietylowym, u�miercano przez dekapitacj� i skrwawiano. 

Ka�dorazowo pobierano krew od 1 szczura kontrolnego i 2 szczurów traktowanych 

galaktozamin�. Krew pobran� od ka�dego ze szczurów pozostawiano na 1 h w 

probówce typu Corning w temp. pokojowej. Nast�pnie krew przetrzymywano przez 

12 h w temp. 4
0
C. W kolejnym etapie probówk� ze skrzepł� krwi� wirowano przy 

1,5 tys. x g przez 15 min. w temp. 4
0
C. Ostro�nie zbierano supernatant, który 

zawierał surowic� szczura. Surowic� zabezpieczono w probówkach Eppendorf w 

temp. (-20
0
C). 

W uzyskanych próbkach surowicy krwi oznaczano L-FABP metod� kompetycyjnego 

testu ELISA oraz AlAT korzystaj�c ze standardowej usługi Centralnego 

Laboratorium Klinicznego AMG. Wyniki oznacze� poziomu L-FABP w surowicy 

szczurów uzyskane w trakcie do�wiadczenia kinetycznego porównano z zakresem 

ustalonej wcze�niej „normy” fizjologicznej. 
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6. Analiza statystyczna 

Wyniki przedstawiono jako warto�ci �rednie wraz z warto�ci� odchylenia 

standardowego (SD) lub bł�du standardowego �redniej (SEM). Analiz� statystyczn� 

przy porównaniu dwóch �rednich przeprowadzono stosuj�c niesparowany test t-

Studenta (jednostronny lub dwustronny), test Cochrane-Coxa (jednostronny lub 

dwustronny) oraz test nieparametryczny U Manna-Whitneya. Porównanie wielu 

�rednich arytmetycznych przeprowadzono stosuj�c test ANOVA jednoczynnikowa z 

powtarzanymi pomiarami. Weryfikacj� normalno�ci rozkładu danych 

przeprowadzono testem Shapiro-Wilka. Do weryfikacji hipotezy o jednorodno�ci 

wariancji zastosowano test Levena. Do analizy regresji liniowej zastosowano test 

korelacyjny Pearsona, natomiast do analizy regresji nieliniowej test korelacyjny 

Spearmana. Za poziom statystycznej istotno�ci przyj�to p = 0,05. Obliczenia 

statystyczne oraz wykresy wykonano przy pomocy programu Statistica 6.0 firmy 

StatSoft, Inc., pakietu biostatystycznego GraphPad Prism 4, firmy GraphPad 

Software, Inc. oraz arkusza kalkulacyjnego Microsoft Excel 2000 firmy Microsoft 

Corporation wraz z pakietem narz�dzi Analysis Tool Pack, firmy Pearson Software 

Consulting, LLC. 
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7. Wyniki 

7.1. Oczyszczanie białka wi���cego kwasy tłuszczowe z w�troby 

ludzkiej 

7.1.1. Rozdział denaturowanej termicznie frakcji cytosolu  

w�troby ludzkiej na kolumnie Sephadex G–50 

W wyniku rozdziału denaturowanej termicznie frakcji cytosolu z w�troby ludzkiej na 

kolumnie wypełnionej zło�em Sephadex G–50 uzyskano chromatogram 

przedstawiony na ryc. 4. Widocznych jest kilka szczytów białka. Dalszej analizie 

poddano frakcje białek o masie ok. 15 kD wraz z frakcjami s�siaduj�cymi, 

oznaczonymi na rycinie literami od A do E. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VT = 1440 ml (obj�to�� zło�a) 

 VS = 10 ml (obj�to�� próbki) 

 Vf = 5 ml (obj�to�� frakcji) 

 Przepływ = 40 ml/h 

Ryc. 4. Chromatogram denaturowanej termicznie frakcji cytosolu w�trobowego na 

kolumnie ze zło�em Sephadex G-50. 

białka > 30 kD 21 kD

15 kD 
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15 kD 

A     B      C    Wz    D      E 

Frakcje z przedziału „C” poddano 

dalszemu oczyszczaniu 

7.1.2. Analiza elektroforetyczna białka metod� SDS-PAGE 

Aby potwierdzi� obecno�� białka wi���cego kwasy tłuszczowe we frakcjach 

zebranych z kolumny Sephadex G-50 przeprowadzono rozdział uzyskanych frakcji 

chromatograficznych metod� elektroforezy na �elu poliakrylamidowym (Ryc. 5) oraz 

test wi�zania wolnych kwasów tłuszczowych (Ryc. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 5. Analiza elektroforetyczna białka wypływaj�cego z kolumny Sephadex G-50 

we frakcjach A – E. Oznaczenia frakcji A – E jak na ryc. 4. Wz – wzorce masowe. 

 

 

7.1.3. Test wi�zania wolnych kwasów tłuszczowych z białkiem 

Białko wi���ce kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej nie posiada aktywno�ci 

enzymatycznej. Z tego powodu jego detekcja w próbie została przeprowadzona w 

oparciu o test wi�zania kwasu palmitynowego znakowanego izotopem 
14

C z 

białkiem. Celem do�wiadczenia było potwierdzenie obecno�ci białka wi���cego 

kwasy tłuszczowe w otrzymanych frakcjach A – E (ryc. 4). Wyniki przedstawiono w 

formie chromatogramów na ryc. 6. 
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Ryc. 6. Test wi�zania znakowanego radioaktywnie palmitynianu z białkiem. 

Oznaczenia frakcji A – E jak na ryc. 4. 

 

Zgodnie z oczekiwaniem, spo�ród zebranych frakcji A – E najwy�sz� zdolno�� 

wi�zania kwasu palmitynowego zaobserwowano dla frakcji białek o masie ok. 15 

kD, oznaczonej liter� C (frakcje A – E oznakowano jak na ryc. 4). Frakcj� t� po 

uprzedniej liofilizacji poddano dalszemu oczyszczaniu na kolumnie ze zło�em 

BioGel P-10. 

 

7.1.4. S�czenie molekularne na �elu BioGel P-10 

Liofilizat białka (frakcji C z ryc. 4) poddano chromatografii na zło�u BioGel P-10. 

Wyniki rozdziału przedstawia ryc. 7. 
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VT = 500 ml (obj�to�� zło�a) 

 VS = 4 ml (obj�to�� próbki) 

 Vf = 5 ml (obj�to�� frakcji) 

   Przepływ = 40 ml/h 

Ryc. 7. Chromatogram s�czenia białka na �elu BioGel-P10. 

 

Frakcje odpowiadaj�ce masie cz�steczkowej ok. 15 kD (nr 42-44) zebrano i poddano 

ultrafiltracji. W nast�pnym etapie przeprowadzono kontrol� homogenno�ci próbki 

wykorzystuj�c technik� elektroforezy na gradientowym �elu poliakrylamidowym 

(patrz pkt. 7.1.5). 

 

7.1.5. Ocena homogenno�ci białka zebranego z kolumny BioGel 

P-10 metod� SDS-PAGE na �elu gradientowym 

Próbk� białka z pkt. 7.1.4 poddano elektroforetycznej kontroli homogenno�ci. Dla 

porównania stopnia oczyszczenia u�yto denaturowanej termicznie frakcji cytosolu 

w�trobowego a jako kontroli masowej cytochromu c z ko�skiego serca i 

standardowych wzorców masowych (dla białek o niskich masach cz�steczkowych). 

Zastosowano technik� elektroforezy na �elu gradientowym, a�eby unikn�� efektu 

„rozmycia” białek niskomasowych na �elu. Reprezentatywny elektroforegram 

przedstawiono na ryc. 8. 
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  1, 5 – wzorce 

  2 – cytochrom c 

  3 – frakcja bogata w L-FABP 

  4 – denaturowana termicznie frakcja cytosolu w�trobowego  

Ryc. 8. Elektroforegram gradientowy frakcji zebranej z kolumny BioGel P-10. 

 

Na podstawie elektroforegramu mo�na oszacowa�, �e uzyskano wysoki stopie� 

czysto�ci białka odpowiadaj�cego masie ok. 15 kD. Wida� jedynie �ladowe 

zanieczyszczenie białkami o nieco wi�kszej masie cz�steczkowej. Aby pozby� si� 

tych białek w nast�pnym etapie oczyszczania zastosowano technik� chromatografii 

jonowymiennej. 

 

7.1.6. Chromatografia jonowymienna – Sephadex A-25 

Próbk� białka z pkt. 7.1.4 (zebran� z kolumny BioGel P-10) poddano dalszemu 

oczyszczaniu na zło�u o wła�ciwo�ciach wymieniacza anionowego. 

Reprezentatywny chromatogram przedstawiono na poni�szej rycinie (Ryc. 9). 
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Ryc. 9. Chromatografia jonowymienna na zło�u DEAE Sephadex A-25. Widoczne 2 

szczyty białka oznaczone odpowiednio kolorem zielonym i czerwonym. 

 

Zebrano po 5 frakcji odpowiadaj�cych obu szczytom chromatogramu: 19-23 (kolor 

zielony) i 24-28 (kolor czerwony).  

 

7.1.7. Elektroforetyczna analiza frakcji zebranych z kolumny 

jonowymiennej Sephadex A-25 

Obie frakcje zebrane z kolumny wypełnionej DEAE Sephadex A-25 (pkt. 7.1.6), 

oznaczone na ryc. 9 odpowiednio kolorem zielonym i czerwonym, po uprzedniej 

ultrafiltracji poddano elektroforetycznej kontroli homogenno�ci na gradientowym 

�elu poliakrylamidowym. Na podstawie analizy elektroforegramu (Ryc. 10) wydaje 

si�, �e próbka ze �cie�ki nr 5 (odpowiadaj�ca frakcji „czerwonej” z ryc. 9) zawiera 

białko o stosunkowo wysokim stopniu czysto�ci w ilo�ci zapewniaj�cej 

24 28 nr frakcji 
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akceptowaln� wydajno�� metody izolacji białka wi���cego kwasy tłuszczowe z 

w�troby ludzkiej, tj. ok. 2mg białka z 50 g mi��szu w�troby. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 – denaturowana termicznie frakcja cytosolu w�trobowego 

2 - cytochrom c 

3 - próbka wyj�ciowa naniesiona na wymieniacz anionowy 

4, 5 - kolejne frakcje zebrane z jonowymieniacza Sephadex A-25: 

4 – frakcja „zielona” z ryc. 9 (nr 19-23) 

5 – frakcja „czerwona” z ryc. 9 (nr 24-28) 

Ryc. 10. Elektroforegram gradientowy frakcji zebranych z kolumny jonowymiennej. 

 

Do sczepienia królika w celu uzyskania specyficznych przeciwciał anty-L-FABP 

u�yto frakcji „czerwonej” z ryc. 9 (nr 24-28), przedstawionej na �cie�ce nr 5 

powy�szego elektroforegramu (Ryc. 10), w której stwierdzono jedynie �ladowe 

zanieczyszczenia. 

 

7.1.8. Elektroforeza preparatywna 

Próbowano równie� zastosowa� elektroforez� preparatywn� w celu pozbycia si� 

�ladów zanieczyszcze� obecnych we frakcji „czerwonej” zebranej z wymieniacza 

anionowego (Ryc. 9 i Ryc. 10). Ze wzgl�du na nisk� wydajno�� metody (poni�ej 

10%) oraz potencjaln� mo�liwo�� istotnej zmiany wła�ciwo�ci antygenowych białka 

  1           2           3           4          5         

15 kD 

�ladowe 

zanieczyszczenia 
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(destrukcja epitopów nieliniowych), zaniechano stosowania tej procedury jako 

kolejnego etapu oczyszczania białka L-FABP. 

 

7.2. Otrzymywanie specyficznych przeciwciał przeciwko izoformie 

w�trobowej białka wi���cego kwasy tłuszczowe 

7.2.1. Immunodetekcja specyficznych przeciwciał anty-L-FABP 

metod� dot-blotting 

Skuteczno�� immunizacji zweryfikowano technik� dot-blotting oceniaj�c 

powinowactwo immunoglobulin obecnych w pełnej surowicy królika wzgl�dem 

immunogenu czyli wyizolowanego L-FABP. Dot-blotting wykonano w układzie z 

surowic� pobran� od królika immunizowanego białkiem L-FABP i surowic� 

„zerow�” (kontrola negatywna). Wyniki przedstawiono na poni�szej rycinie (Ryc. 11 

A, B).   

     A       B 

 

 

 

 

 

Ryc. 11. Immunodetekcja specyficznych przeciwciał anty-L-FABP metod� dot-

blotting: A - pozytywny wynik testu z surowic� „immunizowan�”, B – negatywny 

wynik testu z surowic� „zerow�”. 

 

Zgodnie z oczekiwaniem surowica „zerowa” okazała si� immunochemicznie 

oboj�tna wzgl�dem antygenu L-FABP, natomiast surowica „immunizowana” 

charakteryzowała si� wysokim powinowactwem do L-FABP umo�liwiaj�c detekcj� 

�ladowych ilo�ci białka. 

 

W testach ELISA stosowano immunoglobuliny klasy IgG wyizolowane technik� 

chromatografii powinowactwa z surowicy królika immunizowanego ludzkim 

białkiem L-FABP (jak opisano w 5.2.7) po uprzednim sprawdzeniu ich 

specyficzno�ci i czuło�ci. 

 

1,0 µg L-FABP 

       surowica                                       surowica 

  „immunizowana”                              „zerowa” 
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7.2.2. Kontrola specyficzno�ci otrzymanych immunoglobulin 

anty-L-FABP 

Test specyficzno�ci przeciwciał anty-L-FABP wzgl�dem ekstraktu w�trobowego 

przeprowadzono technik� Western-blotting, jak opisano w 5.2.8. Uzyskane wyniki 

przedstawiono na rycinie poni�ej (Ryc. 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A – elektroforegram gradientowy ekstraktu w�trobowego 

B – membrana wybarwiona technik� Western-blotting 

�cie�ki od 3 do 9 zawieraj� ekstrakt w�trobowy „wzbogacony” wyizolowanym 

wcze�niej białkiem wi���cym kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej, dodawanym w 

st��eniach rosn�cych zgodnie z opisem: 

2 - 0 ng/ml, 3 - 10 ng/ml, 4 - 100 ng/ml, 5 - 1 µg/ml, 6 - 10 µg /ml, 7 - 100 µg /ml, 

8 - 1 mg/ml, 9 - 10 mg/ml, �cie�ki: 1, 10 - cytochrom c (14,2 kD) - kontrola 

negatywna 

Ryc. 12. Kontrola specyficzno�ci immunoglobulin anty-L-FABP metod� Western-

blotting. 

 

 1       2       3       4       5      6      7       8       9     10 

 1       2       3       4       5      6      7       8       9     10 

A 

B 
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Otrzymane przeciwciała nie wykazywały reakcji immunochemicznej z białkami 

ekstraktu w�trobowego za wyj�tkiem L-FABP. Wynika z tego, �e oczyszczone 

immunoglobuliny królicze IgG s� wysoce specyficzne wzgl�dem białka wi���cego 

kwasy tłuszczowe z w�troby ludzkiej. 

Zgodnie z oczekiwaniem, wzbogacenie próbki ekstraktu w�trobowego odpowiedni� 

ilo�ci� wyizolowanego wcze�niej białka L-FABP, powoduje wzrost g�sto�ci 

optycznej pr��ków odpowiadaj�cych masowo ok. 15 kD, co wida� szczególnie 

wyra
nie na �cie�kach: 8 i 9 (Ryc. 12). 

 

7.2.3. Kontrola czuło�ci otrzymanych immunoglobulin anty-L-

FABP 

Kontrol� czuło�ci immunoglobulin anty-L-FABP oszacowano metod� po�redniego 

(niekompetycyjnego) testu ELISA. W warunkach do�wiadczenia granic� czuło�ci 

metody okre�lono na 2,5 ng/ml L-FABP, co odpowiada standardom testu ELISA. 

Na podstawie analizy półlogarytmicznej zale�no�ci absorbancji od st��enia L-FABP 

zdefiniowano st��enie L-FABP w buforze w�glanowym równe 5 µµµµg/ml jako 

wysycaj�ce (z dostatecznym nadmiarem) wszystkie miejsca wi���ce białko na 

polistyrenie tworz�cym studzienki w płytce ELISA, co wykorzystano w 

projektowaniu dalszych do�wiadcze� (Ryc. 13, str. 69). 
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Ryc. 13. Kontrola czuło�ci immunoglobulin anty-L-FABP wzgl�dem zakresu st��e� 

wyizolowanego antygenu (L-FABP) wykonana metod� po�redniego testu ELISA. 

 

7.3. Zastosowanie przeciwciał w metodzie ELISA do oznaczania 

izoformy w�trobowej ludzkiego białka wi���cego kwasy 

tłuszczowe w materiale biologicznym 

7.3.1. Kompetycyjny test ELISA 

Kompetycyjny test ELISA (Competitive ELISA) jest metod� z wyboru stosowan� do 

ilo�ciowego oznaczania antygenu w próbce, w której dominuj� białka nie b�d�ce 

przedmiotem zainteresowania [159]. Takie warunki do�wiadczalne wykluczaj� 

zastosowanie niekompetycyjnego testu ELISA w układzie po�rednim lub 

bezpo�rednim, poniewa� ze wzgl�du na nisk� zawarto�� badanego antygenu w 

próbie nie mógłby on efektywnie konkurowa� o miejsca wi���ce białko na płytce 

polistyrenowej. Na podstawie analizy wyników otrzymanych w trakcie procedury 

oczyszczania L-FABP z w�troby ludzkiej oraz przesłanek z pi�miennictwa, nale�y 

oczekiwa�, �e procentowa zawarto�� L-FABP w ludzkich tkankach, a w 

szczególno�ci w płynach ustrojowych jest stosunkowo niewielka. St�d, konieczno�� 

zastosowania nieco bardziej zło�onego układu pomiarowego – jednej z modyfikacji 

kompetycyjnego testu ELISA, tj. kompetycyjnego testu ELISA w układzie 

blokuj�cym [159]. 

 

L-FABP [µµµµg/ml] 
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7.3.2. Okre�lenie czuło�ci metody 

Czuło�� kompetycyjnego testu ELISA okre�lono na podstawie analizy przebiegu 

krzywej kalibracyjnej sporz�dzonej dla seryjnych rozcie�cze� wyizolowanego 

antygenu L-FABP w buforze blokuj�cym. Krzywa regresji nieliniowej (sigmoidal 

dose-response) reprezentuj�ca zale�no�� OD od logarytmu st��enia L-FABP ma 

charakterystyczny przebieg sigmoidalny, typowy dla kompetycyjnego testu ELISA, z 

dwoma wyra
nymi plateau. Rycina 14. przedstawia zale�no�� u�rednionej warto�ci 

OD od logarytmu st��enia L-FABP (wyra�onego w mg/ml), sporz�dzon� na 

podstawie 8 jednoczesnych oznacze� dla ka�dego punktu pomiarowego. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 14. Krzywa regresji nieliniowej opisuj�ca zale�no�� OD od logarytmu st��enia 

L-FABP [mg/ml] (R
2
 = 0,97). Punkty wykresu przedstawiaj� �redni� warto�� OD ± 

SEM (liczba oznacze� n = 8). Lini� przerywan� zaznaczono przedział ufno�ci dla p = 

0,05. 
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Zakres st��e� L-FABP w metodzie ELISA okre�lono wg 6. punktów pomiarowych 

le��cych na linii zbli�onej do prostej i ró�ni�cych si� statystycznie znamiennie od 

obu plateau krzywej sigmoidalnej, odpowiednio dolnego plateau (OD > 0,46 dla [L-

FABP] = 312 ng/ml) i górnego plateau (OD < 1,29 dla [L-FABP] = 10 ng/ml). 

Dla wybranych punktów pomiarowych wykre�lono krzyw� regresji liniowej, która 

stanowiła wła�ciw� krzyw� kalibracyjn� (przykład na ryc. 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 15. Krzywa kalibracyjna kompetycyjnego testu ELISA. Wsp. korelacji liniowej 

r = –0,995, p<0,05. Lini� przerywan� zaznaczono przedział ufno�ci dla p=0,05. 

 

Jako granic� czuło�ci metody przyj�to najmniejsz� warto�� st��enia L-FABP, któr� 

mo�na odczyta� z prostoliniowego odcinka krzywej kalibracyjnej, tj. 10 ng/ml i 

która spełnia warunek: Amin. < A0 – 2 x SD0, gdzie: Amin. – �rednia absorbancja dla 

punktu b�d�cego granic� czuło�ci testu, A0 – �rednia absorbancja dla próby �lepej 

([L-FABP] = 0 ng/ml), SD0 – odchylenie standardowe dla próby �lepej. 

 

7.3.3. Okre�lenie powtarzalno�ci metody 

Powtarzalno�� (precyzj�) metody oszacowano obliczaj�c współczynniki zmienno�ci 

st��enia L-FABP dla próbki o znanym st��eniu zawieszonej w buforze blokuj�cym, 
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w oznaczeniach jednoczesnych (na jednej płytce) i niejednoczesnych (na ró�nych 

płytkach). Dla serii jednoczesnych uzyskano �redni współczynnik zmienno�ci Wz (± 

SD) = 17,3 ± 4,2 (n = 6), natomiast dla serii niejednoczesnych Wz (± SD) = 21,6 ± 

6,4 (n = 6) dla roboczego zakresu badanych st��e�. 

 

7.3.4. Okre�lenie dokładno�ci metody 

Dokładno�� (rzetelno��) metody okre�lono sposobem „odzysku” dla próbek: L-

FABP w buforze blokuj�cym, surowicy, �ółci oraz ekstrakcie w�trobowym, 

wzbogaconych wyizolowanym L-FABP do finalnego st��enia w próbce 

wynosz�cego odpowiednio: 15 ng/ml, 60 ng/ml, 200 ng/ml oraz 160 µg/ml, 

dobranego tak by było wy�sze ok. 1,5 raza od st��enia w próbce wyj�ciowej. 

Obliczony odzysk wyra�ono w procentach, u�redniono i podano wraz z odchyleniem 

standardowym, zgodnie z poni�szym wzorem. 

odzysk = 100% x (L-FABPwzb. – L-FABPnwzb.) / L-FABPdod., 

gdzie L-FABPwzb. – ilo�� L-FABP w próbce wzbogaconej, L-FABPnwzb. – ilo�� 

L-FABP w próbce niewzbogaconej, L-FABPdod. – ilo�� L-FABP dodana do próbki 

niewzbogaconej. 

  Wyniki zamieszczono w poni�szej tabeli. 

 

Tab. 3. Wyniki testu dokładno�ci przeprowadzonego sposobem „odzysku” dla 

ró�nych rodzajów badanego materiału. Podano odzysk [%] ± SD (n = 6). 

Materiał badany Odzysk [%] ± SD 

L-FABP + bufor blok. 94,3 ± 17,1 

ekstrakt w�troby ludzkiej 90,2 ± 18,4 

�ół� 101,2 ± 21,2 

surowica ludzka 92,4 ± 32,8 

 

7.3.5. Kontrola specyficzno�ci narz�dowej immunoglobulin anty-

L-FABP 

W zwi�zku z tym, �e białko wi���ce kwasy tłuszczowe wyst�puje w organizmie 

człowieka w kilku izoformach w zale�no�ci od tkanki lub narz�du, m.in. jako 

izoforma sercowa (H-FABP) - najbardziej rozpowszechniona, wyst�puj�ca obficie w 
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sercu, mi��niach szkieletowych, mi��niówce gładkiej i wielu innych tkankach [1,4], 

zasadnym wydawało si� sprawdzenie specyficzno�ci narz�dowej otrzymanych 

immunoglobulin anty-L-FABP. Poniewa� nie dysponowano oczyszczonym ludzkim 

białkiem H-FABP zdecydowano oznaczy� poziom H-FABP w przeliczeniu na mg 

białka cytosolu mi��nia sercowego i porówna� wynik z danymi z pi�miennictwa. 

Poziom H-FABP w sercu oznaczony wy�ej opisan� metod� (przy u�yciu 

immunoglobulin anty-L-FABP) wyniósł 0,13 µg/mg białka, podczas gdy dane z 

pi�miennictwa szacuj� ten poziom na ok. 21 µg/mg białka [133]. Tak wi�c 

okre�lone w sposób po�redni krzy�owe powinowactwo immunoglobulin anty-L-

FABP do H-FABP wynosi 0,6% ((0,13 / 21) x 100%). Otrzymany wynik jest 

wyra
nie ni�szy od uzyskanego przez Paulussena i wsp. - 8% [133] i 

porównywalny z warto�ci� uzyskan� przez Zimmermana i wsp. – 1% [6]. 

 

7.3.6. Kontrola specyficzno�ci gatunkowej immunoglobulin anty-

L-FABP 

Poniewa� jeden z etapów rozprawy wi�zał si� z prac� na modelu zwierz�cym, a 

dokładniej indukowanej ostrej niewydolno�ci w�troby u szczura, zasadnym było 

sprawdzenie krzy�owego powinowactwa immunoglobulin przeciwko ludzkiemu 

białku L-FABP wzgl�dem szczurzego L-FABP. Poniewa� nie dysponowano 

oczyszczonym szczurzym L-FABP zdecydowano oznaczy� poziom szczurzego L-

FABP we frakcji cytosolu w�trobowego i porówna� wynik z danymi z 

pi�miennictwa. Poziom szczurzego L-FABP oznaczony wy�ej opisan� metod� (przy 

u�yciu immunoglobulin przeciwko ludzkiemu L-FABP) wyniósł 22 µg/mg białka, 

podczas gdy dane z pi�miennictwa szacuj� ten poziom na ok. 30 µg/mg białka. Tak 

wi�c okre�lone w sposób po�redni krzy�owe powinowactwo immunoglobulin 

przeciwko ludzkiemu L-FABP wzgl�dem szczurzego L-FABP wynosi ok. 70% ((22 

/ 70) x 100%) i jest porównywalne z danymi z pi�miennictwa, które szacuj� t� 

warto�� na 58%. 

 

7.3.7. Oznaczanie L-FABP w ekstrakcie w�troby ludzkiej 

Ekstrakt w�troby ludzkiej pobranej ze zwłok przygotowano zgodnie z procedur� 

opisan� wy�ej (pkt. 5.1.1 – 5.1.2). Nast�pnie oznaczano poziom L-FABP w 
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ekstrakcie w�trobowym metod� kompetycyjnego testu ELISA. Wyniki podano w 

przeliczeniu na 1 mg białka ekstraktu w�trobowego oraz na 1g masy mokrej tkanki. 

Ł�cznie zbadano 44 próbki pochodz�ce ze �wie�ych zwłok osób w wieku od 22 r.�. 

do 73 r.�. (�r. wieku: 56,3 ± 13,2 lat), z których 23 osoby stanowili m��czy
ni, a 21 

kobiety. Uzyskane wyniki zebrano w poni�szej tabeli oraz przedstawiono graficznie 

na diagramach (Ryc. 16, 17). 

 

Tabela 4. Poziom L-FABP w w�trobie ludzkiej w przeliczeniu na białko ekstraktu 

w�trobowego oraz na gram tkanki. Podano �rednie arytmetyczne wraz z odchyleniem 

standardowym dla ka�dej z badanych grup. 

Grupa badana L-FABP [µg/mg białka] ± SD L-FABP [mg/g tkanki] ± SD 

Wszyscy badani 

(� oraz �), n=44 
8,5 ± 2,5 0,82 ± 0,24 

M��czy
ni (�), n=23 8,1 ± 2,7 0,78 ± 0,27 

Kobiety (�), n=21 8,9 ± 2,3 0,86 ± 0,21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 16. Poziom L-FABP w w�trobie ludzkiej w przeliczeniu na 1 mg białka 

ekstraktu tkankowego. 
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Poziom L-FABP w w�trobie ludzkiej
w przeliczeniu na 1 g masy mokrej tkanki

0,860,780,82
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Ryc. 17. Poziom L-FABP w w�trobie ludzkiej w przeliczeniu na 1 g masy mokrej 

tkanki. 

 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej ró�nicy w poziomie L-FABP u obu płci (p 

> 0,3). Nie stwierdzono równie� korelacji pomi�dzy poziomem L-FABP a wiekiem 

osób badanych. 

W celu zapewnienia mo�liwo�ci porównania poziomu L-FABP w w�trobie 

oznaczonego przy pomocy opracowanego testu ELISA z danymi z pi�miennictwa, 

które najcz��ciej prezentuj� poziom L-FABP w tkance w przeliczeniu na białko 

cytosolu w�trobowego, wykonano seri� oznacze� poziomu L-FABP w pełnej (tj. 

niedenaturowanej termicznie) frakcji cytosolu w�trobowego, uzyskuj�c wynik 28,4 ± 

7,3 µg/mg (n=12). 

Poziom L-FABP w w�trobie przeliczeniu na 1 g mokrej masy tkanki wyniósł 0,82 ± 

0,24 mg/g (n=44). Dysponuj�c poziomem L-FABP w przeliczeniu na 1g mi��szu 

w�troby mo�na dokona� szacunkowej kalkulacji w�trobowej puli L-FABP. 

Poniewa� masa w�troby dorosłego człowieka wynosi �rednio 1500g [114], zatem 

całkowita pula w�trobowego L-FABP wynosi: 0,82 mg/g tkanki (patrz wyniki w tab. 

4) x 1500g � 1200 mg. 
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7.3.8. Oznaczanie L-FABP w �ółci 

Oznaczono poziom L-FABP metod� kompetycyjnego testu ELISA w �ółci pobranej 

od pacjentów poddanych cholecystektomii (laparoskopowej b�d
 klasycznej). Grup� 

pacjentów stanowiło 39 chorych w wieku od 37 do 65 r.�. (�r. wieku: 48,7 ± 7,3 lat) 

hospitalizowanych w oddziałach chirurgicznych z powodu kamicy �ółciowej. W 

grupie pacjentów było 15 m��czyzn i 24 kobiety. Materiał badany stanowiła �ół� 

p�cherzykowa (22 przypadki) oraz �ół� przewodowa pobrana technik� drena�u dróg 

�ółciowych przez dren Khera (17 przypadków). St��enie L-FABP w �ółci wyra�ono 

w µg/ml oraz w przeliczeniu na mg białka całkowitego �ółci. Uzyskane wyniki 

przedstawiono w tabelach 5 i 6. Porównanie oznaczonych parametrów dla �ółci 

p�cherzykowej i przewodowej przedstawiono graficznie na diagramach (Ryc. 18-

20). 

 

Tabela 5. St��enie L-FABP w �ółci p�cherzykowej wyra�one w [µg/ml] oraz w 

przeliczeniu na 1 mg białka całkowitego [µg/mg]. Podano �rednie arytmetyczne wraz 

z odchyleniem standardowym dla ka�dej z badanych grup. 

Grupa badana 
L-FABP 

[µg/ml] ± SD 

Białko całkowite 

[mg/ml] ± SD 

L-FABP/białko 

[µg/mg] ± SD 

Wszyscy badani 

(� oraz �), n=22 
0,75 ± 0,52 12,8 ± 8,6 0,072 ± 0,049 

M��czy
ni (�), 

n=7 
0,68 ± 0,46 10,7 ± 7,2 0,065 ± 0,024 

Kobiety (�), 

n=15 
0,78 ± 0,55 13,8 ± 9,3 0,076 ± 0,058 

 

Tabela 6. St��enie L-FABP w �ółci przewodowej wyra�one w [µg/ml] oraz w 

przeliczeniu na 1 mg białka całkowitego [µg/mg]. Podano �rednie arytmetyczne wraz 

z odchyleniem standardowym dla ka�dej z badanych grup. 

Grupa badana 
L-FABP 

[µg/ml] ± SD 

Białko całkowite 

[mg/ml] ± SD 

L-FABP/białko 

[µg/mg] ± SD 

Wszyscy badani 

(� oraz �), n=17 
0,14 ± 0,12 4,0 ± 1,5 0,034 ± 0,021 

M��czy
ni (�), 

n=8 
0,15 ± 0,13 3,8 ± 1,5 0,037 ± 0,022 

Kobiety (�), 

n=9 
0,14 ± 0,12 4,2 ± 1,5 0,031 ± 0,020 
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Ryc. 18. St��enie L-FABP w �ółci p�cherzykowej oraz przewodowej [µg/ml] 

(p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 19. St��enie białka całkowitego w �ółci p�cherzykowej oraz przewodowej 

[mg/ml] (p<0,001). 

St��enie L-FABP w �ółci

0,75
0,68

0,78

0,14 0,15 0,14
0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

Wszyscy badani M��czy�ni Kobiety

 [µg/ml]

�ół� p�cherzykowa
�ół� przewodowa

* 

* 

St��enie białka całkowitego w �ółci

12,8

10,7

13,8

4,0 3,8 4,2

0

5

10

15

20

25

Wszyscy badani M��czy�ni Kobiety

[mg/ml]

�ół� p�cherzykowa
�ół� przewodowa* 

* 



 78

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 20. Poziom L-FABP w �ółci p�cherzykowej oraz przewodowej w przeliczeniu 

na 1 mg białka całkowitego [µg/mg] (p<0,003). 
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Dysponuj�c powy�szymi wynikami oraz danymi z pi�miennictwa dotycz�cymi 

fizjologii w�troby i dróg �ółciowych człowieka [162], mo�na pokusi� si� o 

dokonanie szacunkowego bilansu dobowego wydzielania L-FABP do �ółci. 

Człowiek wydziela w ci�gu doby ok. 500 ml �ółci, a wraz z ni� ok. 10g białka 

[162]. Z prostego mno�enia otrzymujemy zatem dobow� ilo�� L-FABP wydzielan� 

z �ółci�: 

L-FABP/24h = 500 ml/24h x 0,14�g/ml � 70 �g/24h 

L-FABP/24h = 10.000 mg/24h x 0,034�g/mg � 340 �g/24h 

Jak wida� obie kalkulacje daj� ró�ne warto�ci dobowej utraty L-FABP z �ółci�. 

Nale�y pami�ta�, �e poziomy L-FABP w ludzkiej �ółci zmierzone przez autora 

niniejszego opracowania dotycz� przypadków patologicznych, przeto mog� one 

ró�ni� si� od warto�ci fizjologicznych. Jakkolwiek, ze wzgl�du na problem 

pozyskania próbek �ółci od osobników zdrowych, póki co trudno o lepsz� 

aproksymacj�. 

 

7.3.9. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych z 

potwierdzon� laboratoryjnie patologi� w�troby 

Oznaczono poziom L-FABP metod� kompetycyjnego testu ELISA w próbkach 

surowicy krwi pacjentów hospitalizowanych lub ambulatoryjnych, pozyskanych z 

Laboratorium Szpitala Klinicznego AMG. Grup� badan� stanowiło 85 próbek krwi 

anonimowych pacjentów, których podzielono na podstawie analizy poziomów 

aminotransferaz (AspAT, AlAT) w surowicy krwi na 2 podgrupy: 40 osób bez 

laboratoryjnych objawów patologii w�troby (AspAT i AlAT w granicach normy – 

grupa kontrolna) oraz 45 osób z potwierdzon� laboratoryjnie patologi� w�troby 

(warunkiem koniecznym kwalifikacji do tej grupy były podwy�szone poziomy 

aminotransferaz, ze wska
nikiem de Ritisa (AspAT/AlAT) < 0,9). 

Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli 7. Porównanie oznaczonych parametrów 

dla grupy kontrolnej i grupy chorych z laboratoryjnie potwierdzon� patologi� 

w�troby przedstawiono graficznie na diagramach (Ryc. 21 – 24). 
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Tabela 7. Poziomy wybranych parametrów wydolno�ci w�troby oraz L-FABP 

oznaczonych w surowicy krwi w grupie kontrolnej oraz grupie chorych. Podano 

�rednie arytmetyczne wraz z odchyleniem standardowym dla ka�dej z badanych 

grup. 

 

Grupa 

badana 

AlAT 

[IU/ml] 

AspAT 

[IU/ml] 

Wska�nik 

de Ritisa 

GGTP 

[IU/ml] 

L-FABP 

[ng/ml] 

kontrola 

n=40 
27,7 ± 8,6 30,2 ± 9,0 1,1 ± 0,1 31,9 ± 10,5 38,8 ± 13,1 

chorzy 

n=45 
169,2 ± 135,5 107,5 ± 93,2 0,6 ± 0,2 207,9 ± 204,7 44,1 ± 21,0 
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Ryc. 21. Poziomy aminotransferaz w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i 

grupie chorych (p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 22. Warto�� wska
nika de Ritisa (AspAT/AlAT) w grupie kontrolnej i grupie 

chorych (p<0,001). 
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Ryc. 23. Poziom GGTP w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i grupie 

chorych (p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 24. Poziom L-FABP w surowicy krwi [ng/ml] w grupie kontrolnej i grupie 

chorych z cechami uszkodzenia w�troby w badaniach laboratoryjnych (p>0,08 w 

jednostronnym te�cie Cochrane-Coxa). 
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Stwierdzono statystycznie znamienne ró�nice w poziomach aminotransferaz oraz 

GGTP pomi�dzy grup� kontroln� a grup� chorych z laboratoryjnymi cechami 

patologii w�troby (p < 0,001). St��enia aktywno�ci tych enzymów w surowicy krwi 

były wy�sze w grupie chorych. Wska
nik de Ritisa (AspAT/AlAT) był natomiast 

znamiennie ni�szy w grupie chorych ni� zdrowych (p < 0,001) i wynosił 0,6 a wiec 

znacznie poni�ej normy fizjologicznej. 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej ró�nicy w poziomie L-FABP oznaczonym 

w surowicy pomi�dzy grup� kontroln� a grup� chorych (p > 0,05 w jednostronnym 

te�cie Cochrane-Coxa). �rednia warto�� st��enia L-FABP w surowicy wynosiła 

odpowiednio dla grupy kontrolnej i grupy chorych: 38,8 ± 13,1 ng/ml oraz 44,1 ± 

21,0 ng/ml. 

Stwierdzono bardzo siln� korelacj� dodatni� pomi�dzy poziomem AlAT i AspAT w 

grupie wszystkich badanych (r � 0,9; p<0,001). Stwierdzono równie� korelacj� 

dodatni� o �rednim nat��eniu pomi�dzy poziomami aminotransferaz a GGTP w tej 

grupie (r � 0,48; p<0,001). 

Stwierdzono bardzo słab� korelacj� dodatni� pomi�dzy poziomem L-FABP a 

poziomami aminotransferaz w grupie wszystkich badanych. Nie stwierdzono 

natomiast korelacji pomi�dzy poziomem L-FABP a poziomami pozostałych 

parametrów laboratoryjnych patologii w�troby, tj. wska
nikiem de Ritisa oraz 

GGTP. 

 

7.3.10. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych ze 

stwierdzon� klinicznie ostr� niewydolno�ci� w�troby 

Oznaczono poziom L-FABP metod� kompetycyjnego testu ELISA w surowicy krwi 

pacjentów I Kliniki Chorób Wewn�trznych i Ostrych Zatru� AMG 

hospitalizowanych z powodu ostrej niewydolno�ci w�troby. Próbki krwi pobierano w 

ramach rutynowej procedury szpitalnej, w miar� mo�liwo�ci wg okre�lonej 

sekwencji czasowej: 0, 6, 12, 24 i 48 godz. od momentu przyj�cia do Kliniki. 

Ł�cznie pobrano 20 próbek krwi od 5 chorych. Zmierzono poziom L-FABP oraz 

aminotransferaz w badanych próbach. Wyniki porównano z kontroln� grup� 

pacjentów bez laboratoryjnych objawów patologii w�troby (zdefiniowan� w punkcie 

7.3.9). Przeprowadzono równie� analiz� porównawcz� prób krwi uzyskiwanych w 
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ró�nych odst�pach czasu. Ponadto porównano st��enia L-FABP w surowicy krwi z 

górn� granic� „normy” fizjologicznej zdefiniowanej na bazie populacji kontrolnej. 

 

Tabela 8. Poziomy wybranych parametrów wydolno�ci w�troby oraz L-FABP 

oznaczonych w surowicy krwi w grupie kontrolnej oraz grupie chorych z ostr� 

niewydolno�ci� w�troby. Podano �rednie arytmetyczne wraz z odchyleniem 

standardowym dla ka�dej z badanych grup. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 25. Poziomy aminotransferaz w surowicy krwi [IU/ml] w grupie kontrolnej i 

grupie chorych z ostr� niewydolno�ci� w�troby (p<0,001). 
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Ryc. 26. Warto�� wska
nika de Ritisa (AspAT/AlAT) w grupie kontrolnej i grupie 

chorych z ostr� niewydolno�ci� w�troby (p<0,001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc. 27. Poziom L-FABP w surowicy krwi [ng/ml] w grupie kontrolnej i grupie 

chorych z ostr� niewydolno�ci� w�troby (p>0,14 w jednostronnym te�cie t-Studenta). 
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Stwierdzono statystycznie znamienne ró�nice w poziomach aminotransferaz 

pomi�dzy grup� kontroln� a grup� chorych z ostr� niewydolno�ci� w�troby (p < 

0,001). St��enia aktywno�ci tych enzymów w surowicy krwi były wy�sze w grupie 

chorych. Wska
nik de Ritisa (AspAT/AlAT) był natomiast znamiennie ni�szy w 

grupie chorych ni� zdrowych (p < 0,001) i wynosił 0,8 a wiec znacznie poni�ej 

normy fizjologicznej. 

�rednia warto�� st��enia L-FABP w surowicy chorych wynosiła 42,1 ± 9,7 ng/ml. 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej ró�nicy w poziomie L-FABP oznaczonym 

w surowicy pomi�dzy grup� kontroln� a grup� chorych (p > 0,14 w jednostronnym 

te�cie t-Studenta). 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej ró�nicy pomi�dzy poziomami L-FABP w 

próbach krwi pobieranych w ró�nych odst�pach czasu (p>0,3 w te�cie ANOVA z 

powtarzanymi pomiarami). Natomiast stwierdzono ró�nice pomi�dzy poziomami 

aminotransferaz w próbach krwi pobieranych w ró�nych odst�pach czasu (p<0,001 w 

te�cie ANOVA z powtarzanymi pomiarami). 

Warto�� �rednia poziomu L-FABP w surowicy populacji kontrolnej (pacjentów bez 

laboratoryjnych objawów patologii w�troby) wyniosła 38,8 ± 13,1 ng/ml. Górn� 

granic� fizjologicznej „normy” L-FABP w surowicy dla populacji kontrolnej 

ustalono wg wzoru: NF = X + 2SD, gdzie NF oznacza „norm�” fizjologiczn�, X – 

�redni� arytmetyczn� poziomu L-FABP w surowicy populacji kontrolnej, SD – 

odchylenie standardowe opisuj�ce rozproszenie wyników wokół warto�ci �redniej. 

Tak wi�c, górn� granic� „normy” fizjologicznej L-FABP dla populacji kontrolnej 

okre�lono na 65,0 ng/ml (zgodnie z rachunkiem: 38,8 ng/ml + 2 x 13,1 ng/ml). W 

�adnej z 20 prób krwi pobieranych od chorych z ostr� niewydolno�ci� w�troby w 

przeci�gu 48 godz. hospitalizacji nie stwierdzono poziomu L-FABP 

przekraczaj�cego górn� granic� zdefiniowanej wcze�niej normy fizjologicznej. 

Maksymalny poziom L-FABP oznaczony w tych próbach wynosił 56 ng/ml. 

Nie stwierdzono korelacji (liniowej lub nieliniowej) pomi�dzy poziomem L-FABP a 

poziomem aminotransferaz lub wska
nikiem de Ritisa w surowicy chorych z ostr� 

niewydolno�ci� w�troby. Nie stwierdzono równie� współzale�no�ci pomi�dzy 

poziomem L-FABP a czasem obserwacji. 
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7.3.11. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi szczurów z 

ostr� niewydolno�ci� w�troby indukowan� galaktozamin� 

Warto�� �rednia poziomu L-FABP w surowicy okre�lona w populacji 25 szczurów 

kontrolnych (nietraktowanych) wyniosła 29,1 ± 12,6 ng/ml. Górn� granic� 

fizjologicznej „normy” L-FABP w surowicy dla populacji szczurów nietraktowanych 

ustalono wg wzoru: NF = X + 2SD, gdzie NF oznacza „norm�” fizjologiczn�, X – 

�redni� arytmetyczn� poziomu L-FABP w surowicy 25 szczurów kontrolnych, SD – 

odchylenie standardowe opisuj�ce rozproszenie wyników wokół warto�ci �redniej. 

Tak wi�c, górn� granic� „normy” fizjologicznej L-FABP w surowicy szczura 

wyliczono na 54,3 ng/ml (zgodnie z rachunkiem: 29,1 ng/ml + 2 x 12,6 ng/ml). 

W surowicy krwi szczurów traktowanych galaktozamin� oraz kontrolnych, 

traktowanych sol� fizjologiczn� oznaczono L-FABP oraz AlAT w przeci�gu 48 

godz. od podania odpowiednio hepatotoksyny lub soli fizjologicznej. Wyniki 

zestawiono w poni�szej tabeli. 

 

Tabela 9. Poziomy L-FABP w surowicy szczurów traktowanych galaktozamin� oraz 

kontrolnych (NaCl) mierzone w ró�nych odst�pach czasu od momentu podania 

hepatotoksyny (lub NaCl). 

Pary szczurów traktowanych 
Szczury kontrolne 

Szczur I Szczur II 

Czas od momentu 

iniekcji 

dootrzewnowej 

(w godzinach) 
AlAT 

[IU/ml] 

L-FABP 

[ng/ml] 

AlAT 

[IU/ml] 

L-FABP 

[ng/ml] 

AlAT 

[IU/ml] 

L-FABP 

[ng/ml] 

  0 38 17 21 53 43 24 

  2 45 37 93 18 123 46 

  6 39 18 246 32 311 33 

10 41 23 714 12 657 51 

15 25 21 701 52 833 38 

20 32 24 506 20 1546 17 

24 27 39 1377 18 1216 36 

48 35 45 816 31 1102 14 

 

Stwierdzono znaczny wzrost poziomu aminotransferazy alaninowej w surowicy w 

grupie szczurów traktowanych galaktozamin� ju� po 2 godz. od podania 

hepatotoksyny (123 IU/ml, przy normie do 50 IU/ml). Maksymalny wzrost poziomu 

aminotransferazy alaninowej w surowicy szczurów traktowanych galaktozamin� 

obserwowano po ok. 24 godz. od podania hepatotoksyny (1546 IU/ml, przy normie 

do 50 IU/ml). Poziom aminotransferazy alaninowej w surowicy szczurów 
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kontrolnych (sól fizjologiczna zamiast galaktozaminy) nie przekraczał 45 IU/ml 

przez cały czas trwania do�wiadczenia. 

Nie stwierdzono wzrostu poziomu L-FABP w surowicy szczurów traktowanych 

galaktozamin� ani kontrolnych (NaCl) powy�ej górnej granicy „normy” 

fizjologicznej, okre�lonej wcze�niej na 54 ng/ml. �redni poziom L-FABP w 

surowicy 16 szczurów traktowanych galaktozamin� wyniósł: 30,9 ± 14,1 ng/ml, 

natomiast w grupie szczurów kontrolnych (NaCl): 28,0 ± 10,7 ng/ml. Porównanie 

poziomów L-FABP w populacji szczurów traktowanych galaktozamin� oraz 

szczurów kontrolnych (NaCl), podobnie jak porównanie poziomów L-FABP w 

populacji szczurów traktowanych galaktozamin� oraz szczurów nietraktowanych, nie 

wykazało statystycznie istotnych ró�nic (p>0,6). 

Nie stwierdzono korelacji (liniowej lub nieliniowej) pomi�dzy poziomem L-FABP a 

poziomem aminotransferazy alaninowej w surowicy szczurów traktowanych. Nie 

stwierdzono równie� współzale�no�ci (liniowej lub nieliniowej) pomi�dzy 

poziomem L-FABP a czasem mierzonym od momentu podania hepatotoksyny. 

Stwierdzono natomiast bardzo wyra
n� zale�no�� nieliniow� poziomu AlAT od 

czasu traktowania galaktozamin�. 

 

7.3.12. Oznaczanie L-FABP w surowicy krwi chorych z 

przewlekł� niewydolno�ci� nerek 

Z pi�miennictwa wynika, �e nerki odgrywaj� istotn� rol� w eliminacji białek FABP z 

krwioobiegu [147,150,163]. Z tego wzgl�du zdecydowano si� oznaczy� st��enie L-

FABP w surowicy krwi chorych ze znacznie upo�ledzonym klirensem kreatyniny w 

przebiegu przewlekłej niewydolno�ci nerek. Grup� badan� stanowiło 7 chorych 

hospitalizowanych w Klinice Chorób Nerek AMG. St��enie kreatyniny w surowicy 

krwi tych chorych, b�d�ce wyrazem stopnia zaawansowania przewlekłej 

niewydolno�ci nerek zawierało si� w granicach od 10,4 do 15,7 mg%, przy normie 

klinicznej do 1,5 mg%. �rednie st��enie L-FABP w surowicy krwi chorych z 

przewlekł� niewydolno�ci� nerek wynosiło 41,7 ± 12,4 ng/ml i nie ró�niło si� 

statystycznie znamiennie w porównaniu z grup� kontroln� (p > 0,29 w 

jednostronnym te�cie t-Studenta). Ponadto w �adnej z prób surowicy krwi chorych z 

przewlekł� niewydolno�ci� nerek nie stwierdzono st��enia L-FABP 

przekraczaj�cego górn� granic� zdefiniowanej wcze�niej normy fizjologicznej, tj. 65 
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ng/ml (pkt. 7.3.10). Maksymalny poziom L-FABP oznaczony w tych próbach 

wynosił 64 ng/ml. 
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8. Dyskusja 

Opracowanie testu ELISA, cho� teoretycznie wydaje si� by� banalne, w praktyce 

nastr�cza szeregu trudno�ci natury technicznej. Problem jest tym wi�kszy, im 

wi�ksza musi by� czuło�� i dokładno�� testu. Wielu autorów publikuj�cych wyniki 

uzyskane przy u�yciu opracowanych przez siebie testów ELISA opisuje obiektywne 

trudno�ci metodyczne zwi�zane z konstruowaniem testu i wynikaj�ce st�d wi�ksze 

lub mniejsze ograniczenia w zastosowaniu metody [3,4,142]. 

Jednym z najistotniejszych warunków opracowania funkcjonalnego testu ELISA jest 

uzyskanie specyficznych przeciwciał. W testach ELISA stosuje si� przeciwciała 

poliklonalne lub monoklonalne. Wybór rodzaju przeciwciał jest uzale�niony od typu 

testu ELISA, dost�pno�ci antygenu o wysokim stopniu homogenno�ci, jak równie� 

mo�liwo�ci technologicznych i ekonomicznych. W niniejszej rozprawie 

zdecydowano si� na zastosowanie przeciwciał poliklonalnych, których produkcja jest 

technologicznie mniej skomplikowana i znacznie ta�sza [164], a praktyka 

laboratoryjna wykazała ich wysok� skuteczno�� w rozmaitych typach testu ELISA 

do analizy ilo�ciowej białek z rodziny FABP [112,133-135,142,144,165,166], w 

tym równie� L-FABP [112,133-135,165]. Ponadto jedn� z przesłanek przeciwko 

stosowaniu przeciwciał monoklonalnych do oznaczania L-FABP były dobrze 

udokumentowane problemy z ich zastosowaniem do oznaczania izoformy sercowej 

białka wi���cego kwasy tłuszczowe (H-FABP) opisane w monografii autorstwa 

grupy Kleine i wsp. [142], którzy po serii niepowodze� zdecydowali si� równie� na 

aplikacj� przeciwciał poliklonalnych. 

W przypadku oznaczania substancji o relatywnie niskim st��eniu wzgl�dem innych 

białek obecnych w próbie badanej, testem z wyboru jest kanapkowy test ELISA (wg 

terminologii angloj�zycznej: Sandwich ELISA) [159]. Jednak�e konstrukcja 

kanapkowego testu ELISA nie zawsze jest metodycznie mo�liwa, zwłaszcza gdy 

badan� substancj� jest zwi�zek o niskiej masie i stosunkowo małym st��eniu w 

próbie. W przypadku białek o niewielkiej masie cz�steczkowej, jak H-FABP czy L-

FABP, trudno�ci w opracowaniu kanapkowego testu ELISA, wymagaj�cego ze swej 

natury przynajmniej dwóch populacji przeciwciał specyficznych wzgl�dem dwóch 

ró�nych epitopów, wynikaj� m.in. z niewielkiej liczby epitopów na powierzchni 

białka oraz niekorzystnych oddziaływa� sterycznych pomi�dzy przeciwciałami 
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wi���cymi te epitopy, zlokalizowane na małej powierzchni. Lepsze zrozumienie 

problemu umo�liwia model matematyczny analizuj�cy geometri� wi�zania antygenu 

z przeciwciałem. Z pi�miennictwa wiadomo, �e powierzchnia antygenu pokrywana 

monowalentnie przez komplementarne przeciwciało wi���ce wynosi ok. 15 nm
2
 

[159]. Na podstawie komputerowej analizy struktury krystalograficznej szczurzego 

L-FABP obliczono powierzchni� białka dost�pn� dla rozpuszczalnika (tzw. SAS, z 

ang. Solvent Accessible Area), którym w tym konkretnym przypadku jest woda. 

Okazuje si�, �e powierzchnia szczurzego L-FABP obliczona przy u�yciu programów 

do analizy geometrii białka (modułu Areaimol z pakietu CCP4 v. 5.0 [167] oraz 

CryCo/CSU [168]) działaj�cych w oparciu o powszechnie akceptowany algorytm 

Lee i Richardsa [169], wynosi ok. 65 nm
2
. Ze wzgl�du na fakt, �e struktura 

krystalograficzna ludzkiej izoformy L-FABP wci�� nie została opracowana, w 

obliczeniach posłu�ono si� struktur� krystalograficzn� szczurzego białka L-FABP 

[8], które wykazuje 82% homologii wzgl�dem ludzkiego L-FABP [170]. Przy 

pomocy powy�szego oprogramowania obliczono równie� pole powierzchni 

dost�pnej dla wody, kilkunastu innych białek z rodziny FABP wyst�puj�cych u 

człowieka jak równie� u innych gatunków zwierz�t, w tym filogenetycznie znacznie 

odległych. Uzyskano porównywalne wyniki, co �wiadczy o tym, �e warto�� 

szacowanej powierzchni ludzkiego L-FABP jest wiarygodna. Prosta kalkulacja 

pokazuje, �e liczba potencjalnych miejsc monowalentnie wi���cych przeciwciała w 

tym samym czasie (tj. teoretycznie mo�liwych epitopów jednoczasowo wi���cych 

przeciwciała w kanapkowym te�cie ELISA) wynosi: 65 nm
2
 / 15 nm

2
, czyli ok. 4. 

Nale�y zda� sobie spraw�, �e u�redniona powierzchnia pokrywaj�ca antygen przez 

przeciwciało wi���ce (15 nm
2
) jest zani�ona w stosunku do obliczonej powierzchni 

białka. Stanowi ona swego rodzaju przybli�enie, b�d�ce rzutem powierzchni 

wi�zania na sfer� opisan� na antygenie, a wi�c nie uwzgl�dnia pofałdowania 

powierzchni białka, w przeciwie�stwie do oprogramowania zliczaj�cego 

powierzchni� antygenu. Ponadto cz��� powierzchni dost�pnej dla solwenta jest w 

sensie dosłownym dost�pna li tylko dla solwenta (wody) lub drobnocz�steczkowych 

ligandów (L-FABP posiada strukturaln� „kiesze�” wi���c� dwa ligandy 

hydrofobowe) [2,3], a nie jest dost�pna dla przeciwciała. Je�li uwzgl�dnimy jeszcze 

problem zawady sterycznej pomi�dzy dwoma przeciwciałami (masa cz�steczkowa 

ok. 150 kD) wi���cymi si� z niskocz�steczkowym białkiem (15 kD), a wi�c o 



 92

wymiarach znacznie mniejszych ni� wymiar ka�dego z przeciwciał, liczba 

optymalnych miejsc wi�zania przeciwciał na powierzchni antygenu maleje jeszcze 

bardziej. Tak wi�c rzeczywista liczba potencjalnych miejsc na powierzchni L-FABP 

monowalentnie wi���cych przeciwciała w tym samym czasie jest mniejsza ni� 4. 

Wydaje si� zatem oczywiste, �e uzyskanie przeciwciał poliklonalnych, które 

zawierałyby subpopulacje przeciwciał wi���cych dwa epitopy zlokalizowane na 

powierzchni L-FABP w sposób optymalny, a wi�c przeciwbiegunowo, jest 

problematyczne. Istotnym uzupełnieniem powy�szych rozwa�a� jest poniek�d 

oczywisty fakt, �e nie wszystkie fragmenty powierzchni białka s� wystarczaj�co 

immunogenne by wytworzy� w organizmie immunizowanego zwierz�cia 

dostatecznie liczn� subpopulacj� przeciwciał wi���cych dany epitop z odpowiednio 

du�ym powinowactwem. Dowodu na poparcie tej tezy dostarcza powszechnie 

akceptowana i stosowana w praktyce laboratoryjnej metoda Jamesona-Wolfa (tzw. 

Antigenicity Index) typowania potencjalnie immunogennych epitopów na 

powierzchni białka [171]. Polega ona na kompleksowej analizie hydrofilno�ci 

sekwencji peptydowych wg Hoppa-Woodsa [172], prawdopodobie�stwa ekspresji 

epitopu na powierzchni białka wg Emini [173], elastyczno�ci fragmentów ła�cucha 

polipeptydowego wg Karplusa-Schultza [174], oraz struktury drugorz�dowej wg 

Chou-Fasmana [175] i Garniera-Robsona [176]. Analiza ludzkiego L-FABP 

wykonana t� metod� przy pomocy programu Protean v. 5.08 z pakietu Lasergene, 

firmy DNASTAR, Inc. wykazała obecno�� 5 oligopeptydowych sekwencji o 

stosunkowo wysokim indeksie antygenowym (warto�� powy�ej 1), a dokładniej: 2 

helisy zlokalizowane w N-terminalnym obszarze sekwencji L-FABP, beta zwój 

zlokalizowany na C-ko�cu L-FABP oraz rozmieszczone pomi�dzy tymi strukturami 

2 p�tle aminokwasowe. Ze wzgl�du na bliskie s�siedztwo w strukturze 

pierwszorz�dowej L-FABP, wydaje si�, �e przynajmniej 2 z 5 typowanych epitopów, 

nie mog� by� wi�zane przez specyficzne przeciwciała jednoczasowo z pozostałymi 3 

epitopami. Powy�sza obserwacja dobrze koreluje z analiz� struktury 

krystalograficznej szczurzego L-FABP (82% homologii z ludzkim) przy u�yciu 

programu Rasmol v.2.6 do trójwymiarowej wizualizacji makromolekuł [177]. 

Naturalnie nie znaczy to, �e w przypadku białek z rodziny FABP, w ogóle nie jest 

mo�liwe opracowanie kanapkowego testu ELISA – niektórzy autorzy opisuj� 



 93

pozytywne do�wiadczenia w tej kwestii, chocia� zwykle w testach kanapkowych 

stosuj� oni odpowiednio wyselekcjonowane przeciwciała monoklonalne [124,142]. 

Produkcja przeciwciał o wysokim stopniu specyficzno�ci oraz czuło�ci wymaga 

uzyskania wystarczaj�co homogennego antygenu o konformacji mo�liwie zbli�onej 

do natywnej, który nast�pnie wykorzystuje si� do immunizacji królika. Wydaje si�, 

�e warunek ten został w niniejszej pracy spełniony. Uzyskano bowiem bardzo 

wysoki stopie� czysto�ci antygenu (powy�ej 99% homogenno�ci wg analizy 

densytometrycznej elektroforegramu), czyli białka L-FABP (wyizolowanego z 

w�troby człowieka), którego u�yto nast�pnie do produkcji specyficznych przeciwciał 

przeciwko temu białku, a tak�e jako jeden z elementów układu w kompetycyjnym 

te�cie ELISA. Aby uzyska� mo�liwie najwy�szy stopie� czysto�ci antygenu, 

procedur� izolacji L-FABP z w�troby ludzkiej prowadzono wieloetapowo przy 

pomocy technik chromatograficznych. Procedura izolacji L-FABP ma charakter 

autorski. Została opracowana w oparciu o do�wiadczenia własne oraz dane z 

pi�miennictwa dotycz�ce izolacji FABP z ró�nych narz�dów człowieka 

[138,142,178-181], zwierz�t [62,131,132,138,139,145,146,178,182-184] i ro�lin 

[185], oraz dost�pne protokoły laboratoryjne [186-190] i zmodyfikowana w taki 

sposób, aby zapewni� jak najwy�sz� jako�� finalnego produktu, nawet kosztem 

znacznego zmniejszenia wydajno�ci metody. Jedn� z zastosowanych modyfikacji 

było wprowadzenie ju� na pierwszym etapie oczyszczania denaturacji termicznej 

frakcji cytosolu w�trobowego w temp. 50
0
C [185]. Wykorzystuj�c wła�ciwo�� 

stabilno�ci termicznej L-FABP [21] mo�na było, w ten stosunkowo prosty sposób, 

pozby� si� znacznej ilo�ci innych białek o wi�kszej skłonno�ci do denaturacji pod 

wpływem podwy�szonej temperatury. Kolejn� modyfikacj� była delipidacja frakcji 

cytosolu w�trobowego (denaturowanej termicznie w poprzednim etapie) 

przeprowadzona na lipofilnym zło�u Lipidex 1000 w temp. 37
0
C [139]. Lipidex 

1000 (hydroxyalkoxypropyl dextran) posiada zdolno�� adsorbowania lipidowych 

ligandów, przy czym w temp. 4
0
C wi��e jedynie ligandy niezwi�zane z białkiem, 

natomiast w temp. 37
0
C wi��e zarówno ligandy niezwi�zane jak i zwi�zane z 

białkiem. Głównym celem delipidacji białek frakcji cytosolowej było zmniejszenie 

heterogenno�ci L-FABP zwi�zanej z opisywanym w pi�miennictwie zjawiskiem 

konformerii strukturalnej L-FABP, indukowanej przez zwi�zany ligand 

[40,62,63,191,192]. Konformery strukturalne L-FABP wykazuj� do�� znaczne 
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ró�nice w zakresie struktury drugo- i trzeciorz�dowej oraz warto�ci punktu 

izoelektrycznego w zale�no�ci od tego, czy s� zwi�zane z ligandem czy te� nie, a 

tak�e prawdopodobnie w zale�no�ci od rodzaju zwi�zanego liganda [1,40]. 

Mogłoby to doprowadzi� do znacznych strat na dalszym etapie oczyszczania metod� 

chromatografii jonowymiennej. 

Frakcjonowanie delipidowanego cytosolu w�trobowego przeprowadzono przy 

u�yciu technik chromatograficznych: filtracji �elowej oraz chromatografii 

jonowymiennej, chocia� niektórzy autorzy pomijaj� ten ostatni etap oczyszczania L-

FABP uzyskuj�c równie� zadowalaj�ce rezultaty [112,131]. Aby upewni� si�, �e 

frakcje cytosolu w�trobowego uzyskane po pierwszym etapie chromatografii �elowej 

(Sephadex G-50) zawieraj� natywn� form� L-FABP, która nie uległa denaturacji pod 

wpływem wcze�niejszych procedur prowadzonych w podwy�szonej temperaturze 

(denaturacja termiczna frakcji cytosolu w temp. 50
0
C, delipidacja frakcji cytosolu w 

temp. 37
0
C) wykonano test wi�zania kwasów tłuszczowych. Wyniki testu 

potwierdziły obecno�� białek wi���cych kwasy tłuszczowe w zebranych frakcjach 

cytosolu w�trobowego o masie ok. 15 kD, a ponadto wykazały istotnie wy�sz� 

zdolno�� wi�zania kwasów tłuszczowych przez białka w typowanych frakcjach w 

stosunku do próby kontrolnej (cytochrom c) oraz innych frakcji zebranych z 

kolumny chromatograficznej. Wyniki poszczególnych etapów oczyszczania 

monitorowano elektroforetycznie (SDS-PAGE) uzyskuj�c na ostatnim etapie 

procedury izolacji białko o bardzo wysokim stopniu homogenno�ci, oszacowanym 

densytometrycznie na ponad 99%. 

Procedur� immunizacji królików przeprowadzono wykorzystuj�c homogenne L-

FABP. Otrzymano kilka populacji przeciwciał anty-L-FABP, które testowano 

metodami immunochemicznymi (dot-blotting, Western-blotting, po�redni test 

ELISA) oceniaj�c je pod k�tem specyficzno�ci wzgl�dem L-FABP (tj. braku reakcji 

krzy�owych z innymi białkami cytosolu) oraz czuło�ci (tj. detekcji jak najmniejszych 

st��e� L-FABP). Do testu ELISA wybrano populacj� przeciwciał o optymalnych 

parametrach immunochemicznych. 

Jednym z zasadniczych celów pracy było opracowanie testu ELISA umo�liwiaj�cego 

ocen� ilo�ciow� L-FABP w materiale biologicznym w mo�liwie szerokim zakresie 

st��e�. Z zało�enia po�redni test ELISA, cho� stosowany przez niektórych autorów 

[112,133] do pomiaru st��enia L-FABP w w�trobie, gdzie poziom L-FABP jest 

stosunkowo wysoki, jest mało przydatny do oznaczania L-FABP w materiale 
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biologicznym zawieraj�cym znacznie mniejsze st��enie tego białka [159], np. 

surowica czy �ół� szczura [134], i jak wykazano dalej �ół� człowieka. Poniewa� 

próby opracowania kanapkowego testu ELISA (Sandwich ELISA) nie przyniosły 

zadowalaj�cych rezultatów (czuło�� testu była zbyt mała) zdecydowano si� na 

rozwi�zanie alternatywne, tj. kompetycyjny test ELISA z faz� blokuj�c� (wg 

terminologii angloj�zycznej: Indirect Antigen Competition Blocking ELISA). 

Granica czuło�ci opracowanego testu ELISA na poziomie 10 ng/ml wydaje si� by� 

zadowalaj�ca i jest porównywalna zakresem st��e� białek FABP oznaczanych w 

surowicy krwi [123,124,142,154]. 

Precyzja opracowanego testu ELISA, mierzona warto�ci� �redni� współczynników 

zmienno�ci w seriach jednoczesnych (17%) i niejednoczesnych (22%) wydaje si� 

by� akceptowalna dla potrzeb bada� biologicznych i porównywalna z danymi z 

pi�miennictwa [124], chocia� warto�ci obu współczynników s� wy�sze od 

niezwykle restrykcyjnych warto�ci referencyjnych dla testów klinicznych (poni�ej 

10%). 

�rednia dokładno�� metody, mierzona sposobem odzysku, jest równie� zadowalaj�ca 

i plasuje si� na poziomie 95%. 

Rodzina białek FABP zawiera rozmaite izoformy o podobnej strukturze i funkcji, 

wykazuj�ce pewien stopie� homologii. Zatem teoretycznie wyniki testu ELISA 

mogłyby by� zawy�one z powodu krzy�owych reakcji przeciwciał anty-L-FABP z 

innymi izoformami białek wi���cych kwasy tłuszczowe obecnymi w materiale 

biologicznym pochodzenia pozaw�trobowego. Szczególnie wysokie ryzyko 

interferencji podczas oznaczania st��enia L-FABP w surowicy krwi mogłoby 

wyst�pi� ze strony izoformy sercowej H-FABP, która jak wykazano wcze�niej jest 

uwalniana do krwi w znacznych ilo�ciach z mi��nia sercowego oraz mi��ni 

szkieletowych [141,142,154]. Z tego wzgl�du celowym wydawało si� 

potwierdzenie specyficzno�ci narz�dowej testu ELISA wykorzystuj�cego otrzymane 

przeciwciała, a �ci�lej rzecz ujmuj�c jego specyficzno�ci immunochemicznej 

wzgl�dem izoformy w�trobowej białka L-FABP. Zbadano wi�c reaktywno�� 

przeciwciał anty-L-FABP z cytosolem ludzkiego serca uzyskuj�c stopie� krzy�owej 

reakcji na poziomie zaledwie 0,6%, który jest porównywalny z danymi z 

pi�miennictwa [6,112,133,180] i zapewnia wysok� specyficzno�� testu wzgl�dem 

najbardziej prawdopodobnego czynnika interferuj�cego, obecnego w surowicy krwi. 
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Oczywi�cie nieco problematycznym byłoby sprawdzanie reakcji krzy�owych 

przeciwciał anty-L-FABP wzgl�dem wszystkich białek z rodziny FABP. Z 

pi�miennictwa wiadomo jednak, �e przeciwciała anty-L-FABP wykazuj� znikomy 

procent krzy�owych reakcji z innymi izoformami białek wi���cych kwasy 

tłuszczowe [6,133], których stopie� homologii z L-FABP nie przekracza 36% (wg 

analizy programem BLAST [170]). 

Potwierdzeniem wiarygodno�ci opracowanego testu było porównanie oznacze� 

poziomu L-FABP w w�trobie z danymi z pi�miennictwa powtarzanymi wielokrotnie 

przez ró�nych autorów. Uzyskany wynik 28,4 µg/mg w przeliczeniu na białko 

cytosolu, jest porównywalny z warto�ciami cytowanymi w odniesieniu tak do 

człowieka [133] jak i szczura [53,112,131,132,193]. Jedynie wyniki oznacze� 

poziomu L-FABP w w�trobie szczura wykonane przez Foucaud i wsp. (nb. przy 

pomocy analogicznego, kompetycyjnego testu ELISA!) s� ponad 2-krotnie wy�sze w 

porównaniu do uzyskanych przez autora tej rozprawy [134,135]. Podobn� 

rozbie�no�� wykazuj� oznaczenia Paulussena [133] wykonane w cytosolu w�troby 

�wini. Natomiast bardzo wysok� zbie�no�� wyników uzyskano porównuj�c poziom 

L-FABP w w�trobie człowieka, wyra�ony w miligramach białka na gram mokrej 

masy tkanki (0,82 mg/g) z oznaczeniami zespołu Kamisaki [58] wykonanymi 

technik� testu radioimmunochemicznego (RIA). Ponad 3-krotnie wy�szy poziom L-

FABP w przeliczeniu na mas� tkanki (oznaczony kanapkowym testem ELISA) 

podaje Pelsers [124]. Rozbie�no�ci w oznaczonych poziomach L-FABP mog� 

wynika� z odmienno�ci gatunkowej [133], ró�nicy wieku [132] lub płci [45,46] 

(chocia� w badaniach prowadzonych przez autora niniejszej rozprawy nie 

zaobserwowano zale�no�ci poziomu L-FABP od wieku b�d
 płci), stanu od�ywienia 

[51], diety [194], istnienia ukrytej patologii narz�dowej [4,58], a nawet 

dobowych waha� poziomu L-FABP [195]. Niezwykle istotne znaczenie mog� mie� 

ró�nice metodyczne, zarówno w zakresie wyboru testów immunochemicznych (RIA, 

ró�ne warianty ELISA), jak i przygotowania materiału biologicznego do pomiaru 

(np. pomiar ex tempore b�d
 po rozmro�eniu fragmentów tkanki). Oznaczenia 

wykonane przez autora rozprawy przeprowadzono na uprzednio gł�boko mro�onych 

(-80
0
C), a nast�pnie rozmro�onych fragmentach w�troby pobranej ze zwłok. 

Procedura mro�enia - rozmro�enia tkanki powoduje rozpad znacznej ilo�ci 

mitochondriów a tym samym uwolnienie du�ej ilo�ci białka macierzy 
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mitochondrialnej do cytosolu. W konsekwencji poziom L-FABP zmierzony we 

frakcji cytosolowej (wyra�ony na mg białka) jest zani�ony, w porównaniu z 

wynikami oznacze� wykonanymi na materiale niemro�onym, tj. tu� po pobraniu. W 

niniejszej pracy zastosowano ponadto pomiar poziomu L-FABP w ekstrakcie 

w�trobowym, a nie cytosolu w�trobowym, co mo�e stanowi� wygodn� modyfikacj� 

metodyczn� o porównywalnym znaczeniu biologicznym. Wi�kszo�� próbek w�troby 

potraktowano wła�nie w taki sposób uzyskuj�c warto�� �redni� poziomu L-FABP 

równ� 8,5 µg/mg białka ekstraktu w�trobowego, co stanowi ok. 0,3 warto�ci 

zmierzonej we frakcji cytosolu w�trobowego. 

Opracowanie kompetycyjnego testu ELISA umo�liwiło wykonanie pomiarów 

poziomu L-FABP w ludzkiej �ółci. Do tej pory nie opisano tego typu wyników w 

pi�miennictwie �wiatowym. W latach 1998-1999 ukazały si� zaledwie 2 prace 

autorstwa Foucaud i wsp. [134,135], w których przedstawiono poziom L-FABP 

zmierzony w �ółci przewodowej szczura (u szczura nie wyst�puje anatomiczny 

odpowiednik p�cherzyka �ółciowego) oraz wykazano wył�cznie jako�ciowo 

(Western-blotting) obecno�� L-FABP w �ółci pobranej od dwóch (sic!) pacjentów. 

Statystyczne opracowanie poziomu L-FABP zmierzonego w ludzkiej �ółci 

wykonano w niniejszej pracy oddzielnie dla �ółci przewodowej (zwanej równie� 

�ółci� w�trobow�) oraz �ółci p�cherzykowej, gdy� stanowi� one rezerwuary 

materiału biologicznego ró�ni�ce si� bardzo istotnie pod wzgl�dem parametrów 

biochemicznych i wła�ciwo�ci patofizjologicznych [162,196-198]. Ze wzgl�du na 

brak referencji do analogicznych oznacze� u człowieka, porównano jedynie poziom 

L-FABP zmierzony w ludzkiej �ółci przewodowej z poziomem L-FABP w �ółci 

przewodowej szczura [134]. Obie �rednie okazuj� si� praktycznie równe (ok. 140 

ng/ml), aczkolwiek warto�ci zmierzone u człowieka wykazuj� du�o wi�kszy rozrzut 

wyników wokół warto�ci �redniej (SD = 120 ng/ml) w porównaniu z rozrzutem 

cytowanych warto�ci st��enia L-FABP dla szczura (SD= 17 ng/ml). Nale�y jednak�e 

pami�ta�, �e próbki �ółci uzyskiwano �ródoperacyjnie lub w okresie pooperacyjnym 

od chorych poddanych zabiegom chirurgicznym (laparoskopowym lub klasycznym) 

z powodu patologii dróg �ółciowych. Chorzy ci stanowili niejednorodn� grup� w 

sensie diagnozy klinicznej oraz stanu fizykalnego i parametrów biochemicznych, 

chocia� dominuj�c� przyczyn� wi�kszo�ci zabiegów operacyjnych była kamica 

�ółciowa lub jej powikłania. Pozyskano w ten sposób populacj� pacjentów, w której 

rozkład mierzonej cechy (poziomu L-FABP w �ółci) ma charakter wielomodalny, a 
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jego analiza nie jest celem tego opracowania. Podobnie mo�na tłumaczy� 

stosunkowo wysoki współczynnik zmienno�ci statystycznej poziomu st��enia L-

FABP mierzonego w ludzkiej �ółci p�cherzykowej. Ponadto nale�y zdawa� sobie 

spraw�, �e patofizjologia p�cherzyka �ółciowego warunkuje ró�ny stopie� 

zag�szczenia �ółci wyra�aj�cy si�, m.in. znacznym rozrzutem warto�ci st��enia 

białka całkowitego w próbkach, co obserwowano w badaniach własnych (Ryc. 19, 

str. 77), jak i pi�miennictwie [162]. Poza tym, �ół� p�cherzykowa, ze wzgl�du na 

znaczne st��enie kwasów �ółciowych oraz soli nieorganicznych mog�cych 

potencjalnie interferowa� w reakcjach immunochemicznych, była przed pomiarem 

poddawana ultrafiltracji na membranie o punkcie odci�cia rz�du 5 kD. Opisana 

wy�ej procedura fizycznej obróbki prób �ółci p�cherzykowej mogła stanowi� 

dodatkowy generator zmienno�ci statystycznej, zale�ny chocia�by od składu �ółci i 

stopnia jej zag�szczenia. 

Komentarza wymagaj� wyniki pomiarów st��enia L-FABP w surowicy krwi. 

Rozwa�ania na ten temat nale�ałoby rozpocz�� od dobrze udokumentowanych w 

pi�miennictwie �wiatowym analogicznych bada� dotycz�cych izoformy sercowej H-

FABP oraz jelitowej I-FABP, które stanowiły swego rodzaju 
ródło inspiracji dla 

autora niniejszej rozprawy [136,137,140-144,147,150,154,199-207]. Analiza 

st��e� H-FABP w surowicy krwi cytowanych przez autorów tych prac na przestrzeni  

kilkunastu lat wykazuje niekiedy znaczne ró�nice, np. 3,65 ± 1,81 ng/ml [150] vs. 9 

± 5 ng/ml [142] vs. 28 ± 5 �g/ml [146] (sic!), co mo�e �wiadczy� o problemach 

technicznych zwi�zanych z opracowaniem immunochemicznej metody pomiaru 

białka H-FABP w zakresie stosunkowo niskich st��e�. Pomimo zaanga�owania 

potencjału intelektualnego licz�cych si� o�rodków naukowych oraz finansowego 

firm biotechnologicznych, próba wdro�enia immunochemicznej metody oznaczania 

H-FABP do diagnostyki klinicznej zawału serca [143,199,208,209] lub udaru 

mózgu [200,210], nie wykroczyła wci�� poza obszar medycyny do�wiadczalnej. 

Podobna rozbie�no�� dotyczy immunochemicznych pomiarów I-FABP w surowicy 

ludzkiej. Dla przykładu Marks i wsp. [211] oraz Pelsers i wsp. [124] podaj� 

st��enia I-FABP w surowicy człowieka na poziomie poni�ej 0,1 ng/ml, podczas gdy 

Kaufman i wsp. [212] oraz Kanda i wsp. [206] szacuj� t� warto�� na ok. 65 ng/ml. 

Tak znaczne ró�nice pomi�dzy ró�nymi o�rodkami w oznaczeniach wykonanych 

przy pomocy testów ELISA niektórzy autorzy [124] próbuj� tłumaczy� innymi 
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wła�ciwo�ciami rekombinowanego białka I-FABP u�ywanego do kalibracji oraz 

ró�nic� dotycz� górnej granicy czuło�ci testów. 

Analogiczne badania izoformy w�trobowej L-FABP, polegaj�ce na pomiarze 

st��enia L-FABP w surowicy krwi i próbie korelacji otrzymanych wyników z 

okre�lon� patologi� w�troby, maj� do�� krótk� histori�. W przeci�gu ostatnich 2 lat 

(w czasie kiedy praca nad niniejsz� rozpraw� dobiegła ko�ca) opublikowano 

zaledwie 3 prace, których autorzy opracowali wystarczaj�co czuły test ELISA (m.in. 

typu kanapkowego, na bazie przeciwciał monoklonalnych, z rekombinowanym L-

FABP jako kalibratorem) umo�liwiaj�cy pomiar L-FABP w surowicy krwi 

człowieka [123-125]. Guthman i wsp. [123] podaj�, �e oznaczanie L-FABP w 

surowicy krwi mo�e okaza� si� przydatne w diagnostyce martwiczego zapalenia jelit 

u wcze�niaków. Pelsers i wsp. [125] zaobserwowali kilkukrotny wzrost poziomu L-

FABP w surowicy krwi chorych zagro�onych zlewn� martwic� przeszczepionej 

w�troby. W kolejnej publikacji ten sam zespół [124] badał st��enie L-FABP w 

surowicy chorych z patologi� jelita lub w�troby. Wyra
ny wzrost poziomu L-FABP 

w surowicy wykazano jedynie u chorych z martwic� jelita, pierwotn� marsko�ci� 

�ółciow� w�troby oraz w niektórych przypadkach raka w�troby. Zaledwie mierny 

wzrost st��enia L-FABP obserwowano w niektórych przypadkach polekowego b�d
 

alkoholowego uszkodzenia w�troby, ostrego zapalenia trzustki czy cholestazy. 

Jednak ze wzgl�du na nisk� liczebno�� badanych grup chorych (4 – 5 przypadków) 

prezentowane wyniki nie s� do�� przekonuj�ce. Zreszt� sami autorzy omawianej 

pracy [124] podkre�laj� ich wst�pny charakter. 

Poziom L-FABP w surowicy krwi pacjentów z grupy kontrolnej zmierzony przez 

autora tej pracy jest porównywalny, w sensie rz�du wielko�ci z wynikami 

uzyskanymi przez Pelsersa i wsp. [124] i wynosi 38,00 (29,00 — 48,25) vs. 9,46 

(4,50 — 17,50) ng/ml (mediana, 25 — 75 percentyl). Oczywistym jest, �e ró�nice 

pomi�dzy o�rodkami badawczymi w wynikach testów immunochemicznych s� do 

pewnego stopnia nieuniknione i nie nale�y porównywa� ich wprost w sensie 

dosłownym [3,4]. 

Nie stwierdzono statystycznie znamiennej ró�nicy poziomu L-FABP w surowicy 

chorych z laboratoryjnymi oznakami patologii w�troby wzgl�dem grupy kontrolnej, 

chocia� warto�� �rednia była nieco wy�sza ni� w kontroli. Podobnie nie stwierdzono 

statystycznie istotnej ró�nicy pomi�dzy poziomem L-FABP w surowicy chorych z 
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rozpoznan� klinicznie ostr� niewydolno�ci� w�troby, a poziomem L-FABP w 

surowicy kontrolnej, chocia� warto�� �rednia była równie� wy�sza ni� w kontroli. 

Ponadto nie stwierdzono, �eby poziom L-FABP w surowicy chorych z ostr� 

niewydolno�ci� w�troby wykazywał oczekiwan� zmienno�� odpowiadaj�c� kinetyce 

uwalniania białka z uszkodzonej tkanki lub przekraczał górn� granic� „normy” 

fizjologicznej zdefiniowanej jako �rednia arytm. kontroli + 2 x SD. 

Uzasadnienia powy�szych obserwacji mo�na dopatrywa� si� poniek�d w naturze 

opracowanego testu ELISA. Wiele pomiarów L-FABP w surowicy tylko nieznacznie 

przekraczało doln� granic� czuło�ci testu, okre�lon� na 10 ng/ml, co mogło mie� 

wpływ na uzyskane wyniki. A�eby uchwyci� subtelne zmiany st��enia L-FABP na 

poziomie kilkunastu ng/ml nale�ałoby prawdopodobnie obni�y� doln� granic� 

czuło�ci testu o rz�d wielko�ci. By� mo�e konieczna byłaby modyfikacja testu 

ELISA polegaj�ca na zastosowaniu przeciwciał monoklonalnych lub 

rekombinowanego białka L-FABP i kalibracja testu w w�skim zakresie st��e�, 

poni�ej 10 ng/ml. 

Z drugiej strony nale�y pami�ta� o specyfice patofizjologii w�troby. Struktura 

anatomiczna i charakterystyka czynno�ciowa tego narz�du jest diametralnie ró�na w 

porównaniu z innymi narz�dami/tkankami badanymi pod k�tem uwalniania FABP do 

krwioobiegu. Niezwykle istotnym jest fakt, �e w odró�nieniu od mi��nia sercowego 

czy jelita, w�troba jest unaczyniona podwójnie, w ok. 35% przez t�tnic� w�trobow� 

a w ok. 65% przez �ył� wrotn� oraz posiada szczególn� struktur� mikrokr��enia 

[114]. W prawidłowych warunkach przez t�tnic� w�trobow� dociera ok. 50% tlenu 

zu�ywanego przez w�trob� [114]. Trudno zatem oczekiwa� w odpowiedzi na 

niedokrwienie czy inny czynnik uszkadzaj�cy komórki podobnie gwałtownej reakcji 

mi��szu w�troby przejawiaj�cej si� klasyczn� krzyw� „dzwonow�” uwalniania 

białka cytosolowego do krwi, tak jak ma to miejsce w przypadku zawału serca lub 

martwicy krezki jelita. Ze wzgl�du na wysok� aktywno�� procesów detoksykacji 

ustrojowych oraz zdolno�� komórek mi��szowych w�troby do regeneracji, podatno�� 

hepatocyta na stres jest relatywnie mniejsza, a w konsekwencji uwalnianie białka 

cytosolowego do krwioobiegu mo�e by� miernie nasilone i przedłu�one w czasie. 

Protekcyjne znaczenie reperacji tkankowej mi��szu w�troby nie budzi w�tpliwo�ci. 

Udowodniono wszak, �e zahamowanie aktywno�ci mitotycznej hepatocytów szczura 

przez podanie kolchicyny radykalnie zwi�ksza stopie� stwierdzonego 

histopatologicznie uszkodzenia w�troby, podnosi poziom aminotransferazy 
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alaninowej we krwi oraz wska
nik �miertelno�ci zwierz�t wskutek intoksykacji 

paracetamolem, czterochlorkiem w�gla czy bromobenzenem [213,214]. 

Nale�y pami�ta�, �e hepatocyt posiada 2 bieguny czynno�ciowe: naczyniowy i 

kanalikowy [114], co oznacza, �e zwi�kszenie przepuszczalno�ci błony 

komórkowej wskutek działania czynnika uszkadzaj�cego komórk�, powoduje wzrost 

uwalniania białka cytosolowego nie tylko do krwioobiegu ale równie� do �ółci. 

Mechanizm ten, wraz z udokumentowanymi w niniejszej pracy stosunkowo 

wysokimi poziomami L-FABP w ludzkiej �ółci, mo�e tłumaczy� brak istotnego 

wzrostu poziomu L-FABP w surowicy krwi chorych z patologi� w�troby. Do tej 

pory doniesienia dotycz�ce metabolizmu białek klasy FABP uwzgl�dniały jedynie 

klirens nerkowy jako sposób eliminacji frakcji FABP wydzielanej do przestrzeni 

pozakomórkowej [147,150,163]. Na podstawie przeprowadzonych bada� wydaje 

si�, �e w przypadku L-FABP nale�y ponadto uwzgl�dni� klirens w�trobowy jako 

istotn� drog� eliminacji puli w�trobowej L-FABP. Z szacunkowych kalkulacji 

dokonanych w oparciu o prezentowane wyniki pracy (patrz rozdz. 7.3.7, 7.3.8) oraz 

dane z pi�miennictwa dotycz�ce kinetyki wydzielania �ółci [162] wynika, �e w 

ci�gu doby człowiek wydziela z �ółci� od ok. 0,006% do 0,028% całkowitej puli 

w�trobowej L-FABP. Chocia� oszacowana powy�ej ilo�� L-FABP nie jest 

imponuj�ca, wydaje si� prawdopodobne, �e w warunkach patologicznej 

destabilizacji bieguna kanalikowego błony komórkowej hepatocyta lub cholestazy 

mo�e ona mie� wpływ na wahania st��enia L-FABP w płynach ustrojowych, w tym 

w osoczu krwi. Naturalnie przedstawiona powy�ej symulacja ma charakter czysto 

spekulacyjny, tym niemniej daje pewne wyobra�enie o znacz�cym udziale frakcji L-

FABP wydzielanej z �ółci� w dystrybucji ogólnoustrojowej puli L-FABP. 

Wyja�nienia wymaga niew�tpliwie mo�liwo�� zwrotnego wychwytu osoczowej 

frakcji L-FABP i wtórnego wydzielania tego białka do �ółci. Hipoteza ta mogłaby 

znakomicie uzupełni� proponowane przez autora tego opracowania wytłumaczenie 

braku typowej kinetyki uwalniania w�trobowej puli L-FABP do krwi, obserwowanej 

w przypadku uszkodzenia innych narz�dów czy tkanek. Kwesti� bezsporn� jest 

natomiast aktywny udział układu fagocytów jednoj�drzastych w�troby, �ledziony i 

szpiku kostnego w eliminacji frakcji białek osocza [215], w tym osoczowej puli L-

FABP. 
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Analiza specyfiki patofizjologicznej w�troby byłaby niepełna, gdyby nie 

wspomniano o patomechanizmie �mierci komórki w�trobowej jako reakcji na 

czynnik uszkadzaj�cy. Udowodniono ponad wszelk� w�tpliwo��, �e niedotlenienie 

oraz wiele ksenobiotyków, w tym hepatotoksyn mo�e indukowa� nie tylko martwic� 

hepatocyta ale równie� apopotoz� [216]. Wykazano, �e szczególnie podatne na 

apoptoz� s� hepatocyty zlokalizowane w relatywnie mniej utlenowanej strefie 

około�ylnej (oznaczanej zwyczajowo cyfr� 3) płacika w�trobowego lub hodowane in 

vitro w warunkach zbli�onych [216-218]. Wystarczy wspomnie�, �e paracetamol 

b�d�cy klasyczn� hepatotoksyn� wykazuje wyra
ny tropizm wła�nie w stosunku do 

hepatocytów strefy około�ylnej płacika w�trobowego [219-221]. Udowodniono 

równie�, �e niektóre toksyny, leki a nawet substancje endogenne, jak kwasy 

�ółciowe powoduj� aktywacj� receptora FasR (CD95) w nieobecno�ci liganda FasL, 

co w konsekwencji prowadzi do apoptozy komórki w�trobowej [216]. Szczególnie 

interesuj�ce z klinicznego punktu widzenia s� doniesienia na temat indukcji 

apoptozy komórek mi��szowych w�troby pod wpływem soli kwasów �ółciowych 

[222,223]. Wykazano, �e podwi�zanie przewodu �ółciowego u myszy powoduje 

aktywacj� białka FasR i nast�pow� apoptoz� hepatocytów [224]. Obserwacje te 

sugeruj�, �e cholestaza zarówno zewn�trz- jak i wewn�trzw�trobowa mo�e by� 

czynnikiem indukuj�cym apoptoz� hepatocytów. W przebiegu ostrej niewydolno�ci 

w�troby równie� stwierdzono zwi�kszon� ekspresj� receptora FasR w hepatocytach 

[225]. Do niedawna s�dzono, �e D-galaktozamina stosowana jako hepatotoksyna w 

badaniach in vitro lub w do�wiadczalnym modelu ostrej niewydolno�ci w�troby 

indukowanej galaktozamin�, powoduje wył�cznie martwic� hepatocytów szczura 

[226,227]. Istniej� przekonuj�ce dowody na to, �e w ci�gu 24 godz. po 

dootrzewnowej iniekcji galaktozaminy, znacz�cy odsetek szczurzych hepatocytów 

ulega �mierci apoptotycznej [228-230]. Co wi�cej sugeruje si�, �e znaczna cz��� 

komórek apoptotycznych w przebiegu intoksykacji galaktozamin� ulega wtórnej 

nekrozie [228]. Podwy�szony poziom mRNA białka FasR udokumentowano w 

przebiegu przewlekłego wirusowego zapalenia w�troby typu B oraz C, a tak�e w 

pozapalnej marsko�ci w�troby [216,225,231,232]. Ponadto w wirusowym zapaleniu 

w�troby i marsko�ci pozapalnej wykazano zwi�kszon� ekspresj� liganda FasL w 

obr�bie limfocytarnych nacieków zapalnych, co sugeruje swoist� kooperacj� 

cytotoksycznych limfocytów T i hepatocytów w realizacji procesu apoptozy [225]. 
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Z kolei w alkoholowym uszkodzeniu w�troby poziom receptora FasR był 

porównywalny z poziomem charakterystycznym dla nieuszkodzonych hepatocytów, 

natomiast stwierdzono wyra
nie wy�szy poziom ekspresji FasL w samych 

hepatocytach, co mo�e �wiadczy� o indukcji apoptozy na drodze mechanizmów 

parakrynnych lub autokrynnych [225]. Jak wynika z powy�szych rozwa�a� 

apoptotyczny mechanizm �mierci komórek mi��szowych w�troby jest niezwykle 

powszechny w przebiegu rozmaitych procesów patologicznych dotycz�cych tego 

narz�du, zarówno o charakterze ostrym jak i przewlekłym. Fakt ten ma bardzo 

powa�ne znaczenie dla bada� z zakresu diagnostyki laboratoryjnej chorób w�troby. 

Nale�y bowiem u�wiadomi� sobie, �e �mier� komórki na drodze apoptozy zwi�zana 

jest z jej kontrolowan� autoliz�, a w konsekwencji brakiem uwalniania do przestrzeni 

pozakomórkowej biomolekuł o charakterze markerów, których poziom monitoruje 

si� w przebiegu okre�lonej patologii. Zatem apoptoza hepatocytów w odpowiedzi na 

bodziec uszkadzaj�cy w�trob�, mo�e w pewnym stopniu tłumaczy� brak 

spodziewanej kinetyki uwalniania L-FABP do krwi. Hipoteza ta pozostaje w 

zgodno�ci z wynikami pomiaru poziomu L-FABP w surowicy krwi pacjentów z 

laboratoryjnymi objawami patologii w�troby (rozdz. 7.3.9), chorych z ostr� 

niewydolno�ci� w�troby (rozdz. 7.3.10) oraz chorych z cholestaz� 

zewn�trzw�trobow� w przebiegu kamicy �ółciowej (dane nie przedstawione), a tak�e 

szczurów z indukowan� galaktozamin� ostr� niewydolno�ci� w�troby (rozdz. 

7.3.11). Jak wynika z nielicznych jak dot�d doniesie� z pi�miennictwa, wzrost 

poziomu L-FABP w surowicy uwarunkowany uszkodzeniem w�troby, pomimo 

znacznej masy narz�du, jest zaskakuj�co mierny (0,5 – 3 x granica normy fizjol.) 

[124] w porównaniu ze wzrostem poziomu H-FABP w przypadku zawału serca (10 

– 25 x) [142,147,163] czy I-FABP (10 – 40 x) oraz L-FABP (1 – 30 x) w 

przypadku martwicy jelita [124]. Wyniki bada� przedstawione w niniejszej pracy 

nie pozostaj� w sprzeczno�ci z tymi danymi, a wr�cz przeciwnie wydaj� si� 

potwierdza� nietypow� kinetyk� uwalniania L-FABP do krwioobiegu w przypadku 

patologii w�troby. Oczywi�cie nale�y zachowa� odpowiedni dystans w stosunku do 

doniesie� z pi�miennictwa o charakterze wst�pnym, zwłaszcza ze wzgl�du na bardzo 

sk�p� liczb� publikacji i ograniczon� liczebno�� badanych populacji (n = 4 – 5) 

[124]. 
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Patologia w�troby jest poj�ciem niezwykle szerokim, a choroby tego narz�du maj� 

przebieg bardzo ró�norodny. Utrudnia to cz�sto postawienie wczesnego rozpoznania, 

zwłaszcza �e wiele chorób w�troby w pocz�tkowej fazie ma przebieg subkliniczny. 

Niekiedy pacjent zgłasza si� do lekarza ze znacznym opó
nieniem, poniewa� 

bagatelizuje objawy prodromalne [233,234]. Bywa tak na przykład w zatruciu 

muchomorem sromotnikowym (Amanita phalloides). W pierwszej fazie zatrucia, po 

12 – 14 godz. od spo�ycia, dominuj� objawy dyspeptyczne spowodowane działaniem 

�-amanityny (silny inhibitor polimerazy RNA [235]) oraz słabo wchłanialnych 

falotoksyn na �luzówk� jelita, po czym nast�puje faza pozornej poprawy stanu 

chorego trwaj�ca nawet do 24 godz., tj. do momentu kiedy amanityna uszkodzi 

znaczn� cz��� mi��szu w�troby [234,236]. Hospitalizacja mo�e by� z tego powodu 

opó
niona nawet o ponad 2 doby [236]. Podobny przebieg kliniczny obserwuje si� 

w zatruciu paracetamolem (nazwa mi�dzynarodowa: acetaminophen [221]) oraz 

innymi hepatotoksynami, gdzie faza sk�poobjawowa lub wr�cz bezobjawowa mo�e 

trwa� nawet 72 - 96 godz. od momentu ekspozycji [234]. Zazwyczaj chorzy trafiaj� 

do szpitala z bardzo wysokimi poziomami aminotransferaz w surowicy krwi, co 

mo�e oznacza�, �e niskocz�steczkowe białka cytosolowe, jak L-FABP zd��yły 

znacznie wcze�niej osi�gn�� maksymalny poziom w osoczu krwi, a by� mo�e nawet 

uległ on ponownej normalizacji. Analogiczne badania przeprowadzone na grupie 

pacjentów z zawałem serca lub martwic� krezki jelita wykazały bowiem, �e białka 

klasy FABP s� uwalniane z uszkodzonej tkanki do krwioobiegu ju� w pierwszych 

godzinach po zadziałaniu czynnika sprawczego, osi�gaj�c szczytowy poziom w 

surowicy krwi po ok. 4 godz., by powróci� do poziomu wyj�ciowego po ok. 12 - 20 

godz. [142,151,154,237-239]. 

Kolejnym czynnikiem komplikuj�cym interpretacj� obserwacji klinicznych jest fakt, 

�e w przebiegu wielu chorób, jak cukrzyca, zapalenie w�troby, marsko�� w�troby, 

nowotwory w�troby stwierdzono wyra
ny spadek w�trobowego poziomu L-FABP, 

co mo�e mie� niebagatelny wpływ na ilo�� L-FABP uwalnian� do krwioobiegu w 

wyniku dysfunkcji lub martwicy hepatocyta [4,58]. 

Grupa pacjentów badanych w ramach niniejszego opracowania była klinicznie 

niejednorodna, albowiem przypadki ostrej niewydolno�ci w�troby spowodowane 

były ró�nymi czynnikami patogenetycznymi, m.in. zatruciem grzybami, zatruciem 

paracetamolem (silna hepatotoksyna), zatruciem wielolekowym czy zaostrzeniem 



 105

przewlekłej niewydolno�ci w�troby niejasnego pochodzenia. Weryfikacja 

uzyskanych wyników wymagałaby przeprowadzenia bada� prospektywnych na du�ej 

populacji i precyzyjnego doboru przypadków klinicznych z mo�liwie wczesnym 

rozpoznaniem ostrego uszkodzenia w�troby. 

W celu potwierdzenia obserwacji poczynionych na ludziach, przeprowadzono 

do�wiadczenie na modelu zwierz�cym ostrej niewydolno�ci w�troby, co umo�liwiło 

znacznie lepsz� kontrol� układu do�wiadczalnego. Do oznaczenia szczurzego L-

FABP w surowicy krwi wykorzystano królicze przeciwciała przeciwko ludzkiemu L-

FABP, co wydaje si� by� zasadne ze wzgl�du na znaczn� homologi� obu białek i 

wysoki poziom reakcji krzy�owych tych przeciwciał ze szczurzym białkiem L-FABP 

(patrz rozdz. 7.3.6) [133]. Analogicznie zreszt� stosowano z powodzeniem królicze 

przeciwciała przeciwko szczurzemu L-FABP do oznaczania L-FABP w materiale 

biologicznym człowieka [240]. Ostr� niewydolno�� w�troby u szczura indukowano 

galaktozamin� podawan� dootrzewnowo [160,161]. Uzyskane wyniki potwierdziły 

obserwacje poczynione odno�nie człowieka, tzn. nie stwierdzono spodziewanego 

wzrostu poziomu L-FABP w surowicy krwi szczurów powy�ej górnej granicy 

fizjologicznej „normy” ustalonej do�wiadczalnie dla populacji szczurów 

kontrolnych. Prawdopodobne przyczyny tego zjawiska s� analogiczne jak w 

przypadku człowieka i zostały omówione powy�ej. Tytułem uzupełnienia nale�ałoby 

doda�, �e wg niektórych doniesie� okres półtrwania białek klasy FABP we krwi 

wynosi zaledwie ok. 20 min [124,203], podczas gdy okresy półtrwania 

aminotransferaz alaninowej i asparaginianowej oznaczanych rutynowo w 

diagnostyce i monitoringu chorób w�troby wynosz� odpowiednio: 47 godz. i 17 

godz. [219,241]. Tak znaczna rozbie�no�� pomi�dzy okresami półtrwania 

znakomicie tłumaczy udokumentowany przez autora rozprawy brak zale�no�ci 

pomi�dzy osoczowym poziomem aminotransferaz a L-FABP w przebiegu patologii 

w�troby zarówno u człowieka jak i szczura. W �wietle powy�szych danych nie 

mo�na wykluczy�, �e krótkotrwały wzrost st��enia L-FABP we krwi szczurów z 

ostr� niewydolno�ci� w�troby nie został uchwycony ze wzgl�du na zbyt mał� liczb� 

punktów pomiarowych w czasie. Uszkodzenie w�troby zwi�zane jest zwykle z 

dysfunkcj� pewnej populacji hepatocytów, która przejawia si� m.in. zahamowaniem 

syntezy białka na poziomie transkrypcji lub translacji. Okres półtrwania L-FABP w 

hepatocycie wynosi ok. 75 godz. [51,242], co oznacza �e z czasem dochodzi do 
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spadku poziomu L-FABP w komórce. W�ród szeregu objawów klinicznych w 

przebiegu zatrucia hepatotoksyn� stosunkowo cz�sto wyst�puje faza dolegliwo�ci 

dyspeptycznych manifestuj�cych si�, m.in. spadkiem łaknienia, wymiotami, 

biegunk�. U szczurów traktowanych galaktozamin� stwierdzono przypadki nasilonej 

biegunki oraz wyra
nie mniejsze spo�ycie standardowej paszy laboratoryjnej. Jak 

wykazał Bass i wsp. [7,242,243] kilkudniowe głodzenie szczurów powoduje spadek 

zawarto�ci L-FABP w w�trobie nawet o 70%. Tak znaczny spadek tkankowego 

poziomu L-FABP jest mo�liwy ze wzgl�du na nasilony katabolizm białka [51], co 

w konsekwencji mo�e by� zwi�zane z uwolnieniem mniejszej ilo�ci L-FABP z 

krytycznie uszkodzonej lub martwiczej komórki. 

Reasumuj�c nale�y stwierdzi�, �e metabolizm L-FABP rozwa�any w kontek�cie 

patofizjologii w�troby i dróg �ółciowych jest stosunkowo mało poznany. Wiele 

doniesie� z ostatnich lat, jak równie� wyników prezentowanych w niniejszej pracy 

ma charakter wst�pny i wymaga weryfikacji w toku kolejnych bada� tak 

biochemicznych jak i klinicznych. Przydatno�� kliniczna immunochemicznych 

metod oznaczania L-FABP jest wci�� dyskutowana. Niew�tpliw� szans� dla 

medycyny klinicznej s� nowe generacje testów immunochemicznych o wi�kszej 

czuło�ci i precyzji, jak chocia�by amperometryczny immunosensor [152] czy 

elipsometryczny test immunoprecypitacji [148] pozwalaj�cy na oznaczanie białka 

w zakresie st��e� pikomolowych. 
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9. Streszczenie 

1. Wyizolowano izoform� białka L-FABP z w�troby ludzkiej charakteryzuj�c� si� 

wysokim stopniem homogenno�ci. 

 

2. Wyprodukowano specyficzne przeciwciała przeciwko tej izoformie. 

 

3. Opracowano immunochemiczn� metod� pomiaru w�trobowego białka wi���cego 

kwasy tłuszczowe w ludzkim materiale biologicznym w zakresie st��e� 

nanomolowych. 

 

4. W oparciu o t� metod� okre�lono ilo�ciowo poziom L-FABP w ekstrakcie z 

w�troby ludzkiej oraz frakcji cytosolu w�trobowego uzyskuj�c wynik 

porównywalny z danymi z pi�miennictwa, co pozwala na jej adaptacj� do analizy 

ilo�ciowej L-FABP w materiale biopsyjnym u chorych z patologi� w�troby (np. 

uszkodzenie w�troby, diagnostyka ró�nicowa i prognostyczna guzów 

przerzutowych w�troby).  

 

5. Okre�lono ilo�ciowo poziom L-FABP w �ółci p�cherzykowej oraz przewodowej 

pobranej od chorych leczonych chirurgicznie z powodu patologii dróg 

�ółciowych. Uzyskane wyniki maj� niew�tpliwy walor poznawczy, jako �e w 

pi�miennictwie �wiatowym nie opublikowano do tej pory ilo�ciowej analizy L-

FABP w ludzkiej �ółci. Stanowi� one punkt wyj�cia do dalszych bada� 

dotycz�cych patofizjologii w�troby i dróg �ółciowych. 

 

6. Wykazano brak bezpo�redniej zale�no�ci pomi�dzy uszkodzeniem hepatocyta 

(mierzonym aktywno�ci� aminotransferaz w surowicy krwi chorych z objawami 

patologii w�troby) a wzrostem poziomu L-FABP w surowicy. Mo�na to 

cz��ciowo tłumaczy� specyfik� anatomiczn� i patofizjologiczn� w�troby, m.in. 

uwalnianiem znacznych ilo�ci L-FABP do �ółci przez biegun kanalikowy 

hepatocyta oraz krótkim okresem półtrwania L-FABP w osoczu krwi. 

 

7. Wykazano wzrost st��enia aktywno�ci aminotransferazy alaninowej i brak zmian 

poziomu L-FABP w surowicy krwi szczurów z indukowanym galaktozamin� 
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ostrym uszkodzeniem w�troby, co pozostaje w zgodno�ci z obserwacjami 

dotycz�cymi człowieka. 
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10. Wnioski 

1. Izoforma L-FABP otrzymana w czystej postaci z w�troby człowieka mo�e by� 

u�yta do produkcji specyficznych przeciwciał poliklonalnych. 

 

2. Uzyskane przeciwciała mo�na zastosowa� w metodzie ELISA do oznaczania 

izoformy L-FABP w materiale biologicznym człowieka (ekstrakt w�trobowy, 

�ół�, surowica krwi). 

 

3. Poziom L-FABP w w�trobie nie zale�y od płci i wieku (podobnie jak poziom L-

FABP w �ółci). 

 

4. St��enie L-FABP w surowicy krwi nie wzrasta u chorych z uszkodzeniem 

w�troby mierzonym aktywno�ci� aminotransferaz. Brak zmian mo�e by� 

spowodowany specyfik� patofizjologii w�troby (podwójne ukrwienie, 

wydzielanie L-FABP do �ółci) oraz krótkim okresem półtrwania L-FABP w 

osoczu krwi. 
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