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G e n e r a l  I n t r o d u c t i o n :  L i t e r a t u r e  R e v i e w  

T h e  t r i s o m y - 2 1  s y n d r o m e  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  

c l i n i c a l l y  i n  1 8 4 6  b y  S e g u i n ,  who c a l l e d  i t  

f u r f u r a c e o u s  i d i o c y .  L a n g d o n  Down ( 1 8 6 6 )  c o m p i l e d  h i s  

o b s e r v a t i o n s  o n  t h e  s y n d r o m e ,  r e f e r r i n g  t o  i t  a s  

" M o n g o l o i d  i d i o c y " ,  a  term u s e d  i n  m e d i c a l  r e f e r e n c e s  

w e l l  i n t o  t h e  1 9 6 0 ' s .  M o s t  r e c e n t l y ,  " D o w n l s  s y n d r o m e I 1  

o r  v t r i s o m y - 2 1 n  a r e  t h e  p r e f e r r e d  terms. 

T h e  o b s e r v e d  p h e n o t y p e  i s  well  known a n d  well  

d o c u m e n t e d .  I n  1 9 5 9 ,  L e j e u n e ,  G a u t i e r  a n d  T u r p i n  

p r e s e n t e d  c y t o l o g i c a l  e v i d e n c e  t h a t  t h e  c a u s e  o f  Down1 s 

s y n d r o m e  w a s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  t h i r d  c o p y  o f  c h r o m o s o m e  

2 1 .  O t h e r  t r i s o m i e s  h a v e  s i n c e  b e e n  d i s c o v e r e d ,  b u t  

t r i s o m y - 2 1  i s  t h e  m o s t  f r e q u e n t ,  o c c u r r i n g  a b o u t  o n c e  

i n  e v e r y  7 0 0  l i v e  b i r t h s .  A c a s e  o f  a  t r i s o m y  w h i c h  

r e s e m b l e s  t h e  human 2 1  t r i s o m y  h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  

a n o t h e r  p r i m a t e ,  t h e  c h i m p a n z e e  ( M c C l u r e ,  B e l d e n  a n d  

P i e p e r ,  1 9 6 9 ) .  S e v e d a l  a u t h o r s  h a v e  i n v e s t i g a t e d  t h e  

i n f l u e n c e  o f  a d v a n c e d  m a t e r n a l  a g e  ( L o w r y  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  

T h e  p o s s i b i l i t y  o f  v a r i o u s  i n f l u e n c e s  f r o m  e n v i r o n m e n t a l  

f a c t o r s  a r e  a l s o  u n d e r  c o n s i d e r a t i o n  a s  c a u s e s  f o r  t h e  



n o n d i s j u n c t i o n  e v e n t  w h i c h  l e a d s  t o  t r i s o m y - 2 1  

( M i k k e l s e n ,  1 9 7 7 ) .  A s  w e l l ,  i t  i s  s u s p e c t e d  

t h a t  c e r t a i n  t h y r o i d  d i s e a s e s  may p r e d i s p o s e  a  woman t o  

h a v i n g  a  Down's c h i l d  ( F i a l k o w  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  

N e a r l y  1 5 0  n e u r o l o g i c a l  d i s o r d e r s  w h i c h  l e a d  t o  

m e n t a l  r e t a r d a t i o n  c a n  b e  t r a c e d  t o  a g e n e  m u t a t i o n  

w h i c h  b l o c k s  o n e  o r  m o r e  e n z y m a t i c  s t e p s  ( R r a d y ,  1 9 7 6 ) .  

A l t h o u g h  t h e  g e n e  d o s a g e  e f f e c t  o f  t r i s o m y - 2 1  w o u l d n ' t  

b e  e x p e c t e d  t o  p r o d u c e  a b n o r m a l  e n z y m e s ,  o n e  c o u l d  

a n t i c i p a t e  c h a n g e s  i n  enzyme  a c t i v i t y .  And i n  f a c t  t h e  

1 . 5  l e v e l  o f  e n z y m a t i c  a c t i v i t y  e x p e c t e d  i n  t r i s o m y  h a s  

b e e n  shown f o r  an  enzyme  mapped t o  ch romosome  2 1 ,  

s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  

T h e r e  may b e  a n y w h e r e  f r o m  1 0 0  t o  1 0 0 0  g e n e s  

i n v o l v e d  i n  a  c y t o g e n e t i c a l l y  r e c o g n i z a b l e  d i s e a s e  s u c h  

a s  t r i s o m y - 2 1  ( L e j e u n e ,  1 9 7 7 ) .  P r o d u c t s  o f  t h e s e  g e n e s  

a r e  l i k e l y  t o  e f f e c t  t h e  d y n a m i c s  o f  a  number  o f  

c h e m i c a l  r e a c t i o n s  i n v o l v e d  i n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a n d  

b i o c h e m i c a l  f u n c t i o n s  w h i c h  work  t o g e t h e r  t o  p r o d u c e  a 

p h e n o t y p e .  The  p r o b l e m  o f  f i t t i n g  t o g e t h e r  w h a t  i s  

known a n d  d e c i d i n g  w h a t  t o  l o o k  a t  n e x t  c a n  b e  

a p p r o a c h e d  f r o m  t h r e e  a s p e c t s :  



1 .  The c l i n i c a l  a s p e c t :  a  c a r e f u l  d e s c r i p t i o n  o f  

morpho log ica l  and pha rmaco log ica l  symptoms. 

2 .  The gene map: u s e  o f  s o m a t i c  c e l l  hybr id  

s t u d i e s  t o  l o c a l i z e  g e n e s  t o  chromosome 21. 

3. B iochemis t ry :  s y s t e m a t i c  i n v e s t i g a t i o n  of  

s h i f t s  i n  pathways and p r o t e i n  a b n o r m a l i t i e s .  

T h i s  i n v e s t i g a t i o n  c o n c e n t r a t e d  on t h e  t h i r d  

pa ramete r .  

11. Gene dosage  e f f e c t s .  

The e f f e c t s  o f  au tosomal  a n e u p l o i d y ,  where a  

p o r t i o n  of  t h e  genome i s  e i t h e r  t r i p l i c a t e d  o r  o c c u r s  

i n  a monosomic c o n d i t i o n ,  a r e  a lmos t  a lways 

d e l e t e r i o u s .  I n  t h e  genome o f  t h e  f r u i t  f l y  

D r o s o p h i l a ,  t h e r e  a r e  57 l o c i ,  a n e u p l o i d y  f o r  which 

l e a d s  t o  a  r e c o g n i z a b l e  e f f e c t  on t h e  organism 

( L i n d s l e y  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  In  many ways t h e  e f f e c t s  o f  

aneup lo idy  i n  man and i n  Drosoph i l a  a r e  ana logous .  I n  

bo th  organisms t h e  p r e s e n c e  of  e x c e s s  DNA i s  l e s s  

d e l e t e r i o u s  than  m i s s i n g  a  p o r t i o n  o f  t h e  chromosome 

complement. Trisomy 21 i n v o l v e s  an e x c e s s  of  1.8% of  



t h e  h a p l o i d  a u t o s o m a l  c o m p l e m e n t  ( P e n r o s e ,  1 9 6 4 ) .  T h e  

l a r g e s t  v i a b l e  d e f i c i e n c y  o n  t h e  o t h e r  h a n d  i s  a b o u t  

3 .0% o f  t h e  h a p l o i d  a u t o s o m a l  c o m p l e m e n t  f o r  e i t h e r  

o r g a n i s m  ( S a n d l e r  a n d  H e c h t ,  1 9 7 3 ) .  B o t h  c a n  t o l e r a t e  

a b o u t  t h e  s a m e  f r a c t i o n  o f  t h e  h a p l o i d  g e n o m e  i n  t h r e e  

d o s e s ,  b o t h  b e c o m e  more p h e n o t y p i c a l l y  d i s t o r t e d  a s  t h e  

s i z e  o f  t h e  a n e u p l o i d  r e g i o n  i n c r e a s e s ,  a n d  b o t h  

e x h i b i t  r e g i o n a l l y  s p e c i f i c  p h e n o t y p e s .  Due t o  l e s s  

d i s c r i m i n a t i n g  d i a g n o s t i c  m e t h o d s ,  a n e u p l o i d  p h e n o t y p e s  

i n  D r o s o p h i l a  a r e  n o t  a s  e x t e n s i v e l y  a n d  s p e c i f i c a l l y  

d e s c r i b e d  a s  a r e  t h e s e  v a r i o u s  p h e n o t y p e s  i n  h u m a n s .  

H o w e v e r ,  i n  s e v e r a l  c a s e s  i n  D r o s o p h i l a ,  e n z y m e  l e v e l s  

h a v e  b e e n  u s e d  t o  d i s c r i m i n a t e  a m o n g s t  d u p l i c a t i o n s .  

E n z y m e s  w h i c h  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  v a r y  w i t h  g e n e  d o s a g e  

i n c l u d e  t h e  s e x - l i n k e d  g e n e s  f o r  g l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  

d e h y d r o g e n a s e  a n d  6 - p h o s p h o g l u c o n a t e  d e h y d r o g e n a s e  

( S t e w a r t  a n d  Merriam, 1 9 7 2 1 ,  a n d  t h e  a u t o s o m a l  g e n e s  

f o r  l a c t i c  d e h y d r o g e n a s e  ( S t e w a r t  a n d  M e r r i a m ,  1 9 7 2 )  

a n d  x a n t h i n e  d e h y d r o g e n a s e  ( G r e l l ,  1 9 6 2 ) .  

G e n e  d o s a g e  e f f e c t  i n  c a s e s  o f  t r i s o m y  i n  h u m a n s  

h a s  b e e n  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n  s i n c e  t h e  L e j e u n e ,  G a u t i e r  

a n d  T u r p i n  p a p e r  i n  1 9 5 9 .  T h e  f o l l o w i n g  y e a r  a n  

a b n o r m a l l y  s m a l l  a c r o c e n t r i c  c h r o m o s o m e ,  t h e  

P l i i l a d e l p h i a  c h r o m o s o m e ,  w a s  f o u n d  i n  c e l l s  o f  p a t i e n t s  



w i t h  c h r o n i c  m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a  ( N o w e l l  and 

H u n g e r f o r d ,  1 9 6 0 ;  B a i k i e  e t  a l . ,  1 9 6 0 ) .  The 

P h i l a d e l p h i a  chromosome was presumed t o  r e p r e s e n t  a  

p a r t i a l l y  d e l e t e d  G g r o u p  chromosome. S i n c e  chromosome 

21 i s  o n e  o f  t h e  v e r y  s m a l l  chromosomes i n  t h e  G g r o u p ,  

and s i n c e  l e v e l s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  w e r e  

o f t e n  f o u n d  t o  b e  e l e v a t e d  i n  t h e  l e u k o c y t e s  o f  

p a t i e n t s  w i t h  Down's syndrome  ( A l t e r  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  

K i n g ,  G i l l i s  and  B a i k i e ,  1 9 6 2 ;  L e n n o x ,  W h i t e  and 

C a m p b e l l ,  1 9 6 2 ;  T r u b o w i t z ,  Kirman and Masek,  1 9 6 2 )  and 

r e d u c e d  i n  t h e  l e u k o c y t e s  o f  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  

m y e l o g e n o u s  l e u k e m i a  ( V a l e n t i n e  and P e c k ,  1 9 5 1 ) ,  t h e  

s u g g e s t i o n  was made t h a t  t h e  g e n e t i c  l o c u s  f o r  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  m i g h t  b e  i n  t h e  s e g m e n t  o f  G g r o u p  

a c r o c e n t r i c  chromosome w h i c h  was p r e s e n t  i n  t r i p l i c a t e  

i n  Down's p a t i e n t s  a n d  o n l y  o n c e  i n  p a t i e n t s  w i t h  t h e  

P h i l a d e l p h i a  chromosome.  However ,  m e a s u r e m e n t s  o f  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  i n  f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  

f r o m  s k i n  b i o p s i e s  o f  t r i s o m y - 2 1  p a t i e n t s  f a i l e d  t o  

p r o d u c e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  

s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  t h e  enzyme (DeMars ,  1 9 6 4 ;  Cox,  

1 9 6 5 ;  N a d l e r ,  I n o u y e  and  H s i a ,  1 9 6 7 ) .  S u b s e q u e n t l y  

i t  was d i s c o v e r e d  t h a t  t h e  P h i l a d e l p h i a  chromosome 

was t h e  o t h e r  G g r o u p  chromosome,  chromosome 2 2 .  



B o t h  e l e v a t e d  a n d  d i m i n i s h e d  l e v e l s  o f  o t h e r  

e n z y m e  a c t i v i t i e s  were a l s o  f o u n d  i n  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  

p a t i e n t s  w i t h  D o w n ' s  s y n d r o m e .  T a b l e  1 p r o v i d e s  a  l i s t  

o f  t h e s e  e n z y m e s ,  t h e  s i t e  w h e r e  a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d ,  

a n d  t h e  a u t h o r s .  



T a b l e  I 

A .  Enzymes w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  e l e v a t e d  l e v e l  i n  

b l o o d  s a m p l e s  f r o m  t r i s o m y - 2 1  i n d i v i d u a l s .  

E N Z Y M E :  G a l a c t o s e - 1 - p h o s p h a t e  u r i d y l  t r a n s f e r a s e  

SITE: Whole b l o o d  and  l e u k o c y t e s  

AUTHORS: B r a n d t  e t  a l . ,  1 9 6 3  

H s i a  e t  a l . ,  1964 

Mellman e t  a l . ,  1964 

Ng, B e r g r e n  and  D o n n e l l ,  1964 

R o s n e r  e t  a l . ,  1965  

S c h u p p i s s e r ,  J o s s ,  and R i c h t e r l i c h ,  1 9 6 7 .  

E N Z Y M E :  G l u c o s e - 6 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  

SITE : E r y t h r o c y t e s  and l e u k o c y t e s  

AUTHORS: Mellman e t  a l . ,  1964 

R o s n e r  e t  a l . ,  1965  

S h i h  e t  a l . ,  1965  

H e r r i n g  e t  a l . ,  1967 .  

E N Z Y M E :  Acid  p h o s p h a t a s e  

SITE: L e u k o c y t e s  

AUTHORS: Mellman e t  a l . ,  1964 

R o s n e r  e t  a l . ,  1965 .  



E N Z Y M E :  G a l a c t o k i n a s e  

SITE: Whole blood 

AUTHORS: Krone e t  a l . ,  1964 

Donne11 e t  a l . ,  1965. 

E N Z Y M E :  Phosphoglucornutase 

SITE: E r y t h r o c y t e s  

AUTHORS: P r i s c u  and S i c h i t i u ,  1975. 

E N Z Y M E  : Phosphohexokinase 

SITE: E r y t h r o c y t e s  

AUTHORS: B a i k i e  e t  a l . ,  1965 

Nairnan, Oski and Mellman, 1965 

R a r t e l s ,  Kruse and T o l k s d o r f ,  1968 

P a n t e l a k i s  e t  a l . ,  1970. 

E N Z Y M E :  5 -Nuc leo t idase  

SITE: Leukocytes  

AUTHORS: Rosner e t  a l . ,  1965. 

E N Z Y M E :  C h o l i n e s t e r a s e  

SITE: Red c e l l s  

AUTHORS: B e u t l e r  e t  a l . ,  1964. 



B.  Enzymes w i t h  a  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r e d  l e v e l  

i n  b l o o d  s a m p l e s  f r o m  t r i s o m y - 2 1  i n d i v i d u a l s .  

E N Z Y M E :  Monoamine o x i d a s e  

SITE: P l a t e l e t s  

AUTHORS: Renson and S o u t h g a t e ,  1971.  

ENZYME : 

SITE: 

AUTHORS: 

E N Z Y M E  : 

SITE: 

AUTHORS: 

E N Z Y M E :  

SITE: 

AUTHORS: 

Acid  p h o s p h a t a s e  

C u l t i v a t e d  s k i n  f i b r o b l a s t s  

T a m a r k i n a  e t  a l . ,  1974 .  

L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  

C u l t i v a t e d  s k i n  f i b r o b l a s t s  

T a m a r k i n a  e t  a l . ,  1974 .  

G l u t a m i n e - o x a l o a c e t a t e  t r a n s a m i n a s e  

C u l t i v a t e d  s k i n  f i b r o b l a s t s  

T a m a r k i n a  e t  a l . ,  1974 .  



T h e  q u e s t i o n s  w h i c h  a r o s e  f r o m  t h e s e  r e p o r t s  

r e m a i n e d :  were t h e s e  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  s p e c i f i c  

e n z y m e s  d u e  t o  a  g e n e  d o s a g e  e f f e c t ,  a n d  c o u l d  a n y  o f  

t h e s e  e n z y m e s  b e  u s e d  a s  a n  i n d i c a t i o n  o r  m a r k e r  f o r  

c h r o m o s o m e  2 1 ?  I t  s e e m e d  t h a t  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  a 

c e r t a i n  e n z y m e  i n  a  t r i s o m i c  i n d i v i d u a l  c o u l d  n o t  b e  

i n t e r p r e t e d  i n  terms o f  g e n e  l o c a t i o n  a n d  

t r i p l e - g e n e - d o s e  ( S t a l d e r  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  T h e r e  w a s  t o o  

much o v e r l a p  b e t w e e n  n o r m a l  c o n t r o l s  a n d  Down ' s  

p a t i e n t s .  

I n  f a c t ,  e l e v a t e d  l e v e l s  o f  a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  

m i g h t  r e f l e c t  a  g e n e r a l i z e d  d i s t u r b a n c e  o f  t h e  

l e u k o c y t e s ,  w h i c h  a r e  m o r p h o l o g i c a l l y  a t y p i c a l  i n  

D o w n ' s  s y n d r o m e ,  r a t h e r  t h a n  a  g e n e  d o s a g e  e f f e c t .  

T h i s  a r g u e m e n t  was s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n s  t h a t  

t h e  Down ' s  e r y t h r o c y t e s  e x h i b i t e d  o t h e r  g e n e r a l i z e d  

a b n o r m a l i t i e s  w h i c h  were u n l i k e l y  t o  r e l a t e  d i r e c t l y  t o  

a t r i p l e  g e n e  d o s e  e f f e c t  ( B a i k i e  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .  A s  

w e l l ,  i n c r e a s e d  a c i d  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  a n d  i n c r e a s e d  

a l k a l i n e  p h o s p h a t a s e  a c t i v i t y  were f o u n d  i n  o t h e r  

c h r o m o s o m a l  a b e r r a t i o n s  b e s i d e s  t r i s o m y - 2 1  ( S t a l d e r  e t  

a l . ,  1 9 6 5 ;  W e b e r ,  M i t t w o c h  a n d  D e l h a n t y ,  1 9 6 5 ) ,  l e a d i n g  

t o  t h e  c o n c l u s i o n  t h a t  t h e  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  o f  r e d  

c e l l  e n z y m e s  c o u l d  o n l y  be  i n t e r p r e t e d  a s  a  r e f l e c t i o n  



o f  g e n e r a l i z e d  a n d  n o n s p e c i f i c  d i s t u r b a n c e  i n  c e l l  

m e t a b o l i s m  ( B e n d e r ,  R i t t e r  a n d  W o l f ,  1 9 6 7 ) .  A t t e m p t s  

t o  c o r r e l a t e  b l o o d  g r o u p  p h e n o t y p e  a n d  Down's  s y n d r o m e  

h a v e  a l s o  shown n o  s i g n i f i c a n t  a s s o c i a t i o n  ( E v a n s  e t  

a l . ,  1 9 6 6 ;  Goodman a n d  T h o m a s ,  1 9 6 6 ) .  

Enzyme l e v e l s  n e e d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  a  p a r t i c u l a r  

ch romosome  d o s a g e .  S e v e r a l  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  

t h e o r i z e d  on p o t e n t i a l  c a u s e s  f o r  e r ror  when a t t e m p t i n g  

t o  r e l a t e  enzyme  l e v e l s  a n d  g e n e  d o s a g e  e f f e c t s .  F o r  

o n e ,  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  a t  l e a s t  some e n z y m e s  

a r e  m u l t i m e r s ,  c o n s t r u c t e d  f r o m  s e v e r a l .  d i f f e r e n t  

p o l y p e p t i d e  c h a i n s ,  a n d  t h e r e f o r e  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  

I m o r e  t h a n  o n e  s t r u c t u r a l  g e n e  l o c u s  ( S p a r k e s  a n d  
1 

B a u g h a n ,  1 9 6 9 ) .  When t h i s  i s  t h e  c a s e ,  a  t r i p l e  d o s e  : o f  t h e  g e n e s  f o r  o n e  s t r u c t u r a l  e l e m e n t  i n  t h e  

c o m p l e t e d  enzyme m i g h t  n o t  a p p e a r  a s  a  s i m p l e  g e n e  d o s e  

e f f e c t .  

The  e f f e c t  o f  a  c h a n g e  i n  g e n e  n u m b e r s  m i g h t  a l s o  

b e  m o d i f i e d  by  t h e  r e g u l a t o r y  g e n e s  c o n t r o l l i n g  

p r o d u c t i o n  o f  t h e  s t r u c t u r a l  g e n e s .  A l t h o u g h  

r e g u l a t o r y  g e n e s  h a v e  n o t  a s  y e t  b e e n  d o c u m e n t e d  i n  

h u m a n s ,  i n h i b i t i o n  o f  enzyme  a c t i v i t y  r e s u l t i n g  f r o m  a n  

e x t r a  d o s e  o f  r e g u l a t o r  g e n e  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  



m i c r o b i a l  s y s t e m s  ( S a d l e r  and N o v i c k ,  1 9 6 5 ) .  T h e r e  i s  

t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e  e x t r a  G g r o u p  chromosome m i g h t  

c o n t a i n  t h e  r e g u l a t o r y  g e n e s  f o r  c e r t a i n  enzymes o r  

g r o u p s  o f  enzymes (Mel lman e t  a l . ,  1964 ;  R o s n e r  e t  a l . ,  

1 9 6 5 ) .  

Enzyme a c t i v i t i e s  w h i c h  a r e  s u b s t r a t e  i n d u c i b l e  

m i g h t  n o t  b e  e f f e c t e d  by g e n e  d o s a g e ;  s i m i l a r l y ,  

enzymes  u n d e r  t h e  c o n t r o l  o f  i n h i b i t o r s  o r  a c t i v a t o r s  

o f  enzyme a c t i v i t y ,  o r  c o n t r o l l e d  by e n h a n c e r s  o f  

enzyme s y n t h e s i s ,  m i g h t  n o t  r e f l e c t  t h e  t r i s o m i c  

c o n d i t i o n  ( B e n s o n ,  1 9 6 7 ) .  Where t h e  p r e s e n c e  o f  a  

s p e c i f i c  p r o t e i n  i s  d i a g n o s t i c a l l y  l o w e r  i n  t r i s o m y - 2 1  

i n d i v i d u a l s ,  e i t h e r  a  d i m i n i s h e d  r a t e  o f  s y n t h e s i s  o r  

an a c c e l e r a t e d  b reakdown c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  ( R e n s o n  

and S o u t h g a t e ,  1 9 7 1 ) .  E i t h e r  pa thway  c o u l d  b e  a f f e c t e d  

by o v e r p r o d u c t i o n  o f  an enzyme c o d e d  on chromosome 2 1 .  

T h e r e  a r e  o t h e r  a s p e c t s  w h i c h  a l s o  may i n t e r f e r e  

w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  q u a n t i t a t i v e  enzyme a s s a y s  and t h e  

c o n c l u s i o n s  w h i c h  may v a l i d l y  b e  drawn f rom t h e s e  

a s s a y s  w i t h  r e g a r d  t o  g e n e  d o s a g e  e f f e c t .  M o d i f i e d  

enzyme a c t i v i t y  c a n  b e  c o n n e c t e d  w i t h  c e l l  a g e  i n  t h e  

t r i s o m i c  i n d i v i d u a l  (Hook a n d  E n g e l ,  1 9 6 4 ;  Raab e t  a l . ,  

1 9 6 6 ) .  T h e r e  may b e  e f f e c t s  f r o m  m u l t i p l e  a l l e l e s  o r  



f a m i l i a l  m o d i f y i n g  f a c t o r s ,  w h i c h  would show u p  i n  

p o p u l a t i o n  s t u d i e s  b u t  o n l y  b e  c o r r e c t l y  i n t e r p r e t e d  

t h r o u g h  f a m i l y  s t u d i e s  ( H e r r i n g  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  P h i l l i p s  

e t  a l . ,  1 9 6 7 ) .  Even t h e  p a t i e n t ' s  a g e  c a n  b e  a  

m o d i f y i n g  f a c t o r  on c e r t a i n  enzyme l e v e l s  (Al ter  e t  

a l . ,  1 9 6 3 ) .  

111. P r o t e i n s  c o d e d  on chromosome 2 1 .  

T h e r e  a r e  p r o t e i n s  w h i c h  h a v e  b e e n  d e f i n i t e l y  

mapped t o  human chromosome 2 1 .  Mouse-human s o m a t i c  

c e l l  h y b r i d s  h a v e  b e e n  u s e d  t o  p r o v i d e  e v i d e n c e  t h a t  

g e n e s  f o r  t h e  s o l u b l e  fo rm o f  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  

(SOD-1) and f o r  t h e  a n t i v i r a l  p r o t e i n  ( A V P )  i n d u c e d  by 

human i n t e r f e r o n  a r e  b o t h  on  chromosome 21 ( T a n ,  

T i s h f i e l d  and R u d d l e ,  1 9 7 3 ;  S i c h i t i u  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  

S o m a t i c  c e l l  h y b r i d s  h a v e  a l s o  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  

g l y c i n a m i d e  r i b o n u c l e o t i d e  s y n t h e t a s e  (GARS) c a n  a l s o  

b e  a s s i g n e d  t o  chromosome 21 (Moore e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  

Bo th  1 8 s  and  2 8 s  r i b o s o m a l  R N A  g e n e s  h a v e  been  l o c a t e d  

i n  t h e  s h o r t  arm o f  chromosome 2 1 ,  a s  wel l  a s  i n  t h e  

s h o r t  a r m s  o f  ch romosomes  1 3 ,  1 4 ,  1 5  and 22 ( H e n d e r s o n ,  

W a r b u r t o n  and Atwood,  1 9 7 2 ) .  



S u p e r o x i d e  d i s m u t a s e - 1  i s  a n  enzyme which 

c a t a l y s e s  t h e  d i s m u t a t i o n  o f  s u p e r o x i d e  r a d i c a l s  t o  

oxygen  and h y d r o g e n  p e r o x i d e  (McCord,  K e e l e  and 

F r i d o v i c h ,  1 9 7 1 ) .  The s u p e r o x i d e  r a d i c a l  i s  p r o d u c e d  

i n  t h e  o x i d a t i o n  r e a c t i o n s  o f  f l a v i n e s ,  q u i n o n e s ,  

f l a v o p r o t e i n s ,  and i r o n - s u l f u r  p r o t e i n s ,  and i s  

g e n e r a t e d  d u r i n g  p h a g o c y t o s i s  o f  b a c t e r i a  by human 

g r a n u l o c y t e s  ( K i t a n i ,  H o r i  and  Kokubun,  1 9 7 7 ) .  SOD-1 

i s  a  c y t o p l a s m i c  enzyme c o n t a i n i n g  c o p p e r  and z i n c  and 

p r e s e n t  i n  a l l  human c e l l s  (Beckman,  Lundgren  and 

T a r n v i k ,  1973 ;  S a l i n  a n d  McCord, 1 9 7 4 ) .  An i n c r e a s e  o f  

SOD-1 a c t i v i t y  i n  t r i s o m y  21 h a s  been  f o u n d  i n  

e r y t h r o c y t e s  ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  F r a n t s  e t  a l . ,  1 9 7 5 )  

and i n  b l o o d  p l a t e l e t s  ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 5 a ) .  The 

r a t i o  o f  t h e  a v e r a g e  v a l u e s  o f  t r i s o m y - 2 1  SOD-1 t o  

d i p l o i d  SOD-1 i s  1 . 5 6  i n  b o t h  b l o o d  p l a t e l e t s  and  

e r y t h r o c y t e s .  T h i s  c o u l d  b e  d u e  t o  a  d i r e c t  

g e n e - d o s a g e  e f f e c t  ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 5 a ) .  

T h e r e  i s  a n o t h e r  t y p e  o f  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e ,  

SOD-2; a  m i t o c h o n d r i a 1  enzyme c o n t a i n i n g  manganese  

(Beckman,  Lundgren  and  T a r n v i k ,  1973 ;  S a l i n  and McCord, 

1 9 7 4 ) .  A l t h o u g h  SOD-2 h a s  b e e n  mapped t o  chromosome 6 ,  

i t s  a c t i v i t y  h a s  b e e n  f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  

d e c r e a s e d  i n  p l a t e l e t s  f rom Down's i n d i v i d u a l s  ( S i n e t  



e t  a l . ,  1 9 7 5 a ) .  W h a t e v e r  t h e  m e c h a n i s m  c a u s i n g  t h i s  

d e c r e a s e  may b e ,  t h e  s a l i e n t  p o i n t  i s  t h a t  SOD-2 c o u l d  

a l s o  b e  u s e d  a s  a n  i n d i c a t o r  w h i c h  w o u l d  d i f f e r e n t i a t e  

t h e  t r i s o m y  2 1  p r o t e i n  c o m p l e m e n t  f r o m  t h a t  o f  a  n o r m a l  

d i p l o i d  i n d i v i d u a l .  

A n o t h e r  e n z y m e  w h i c h  s h o w s  i n c r e a s e d  a c t i v i t y  i n  

e r y t h r o c y t e s  f r o m  D o w n ' s  p a t i e n t s  i s  g l u t a t h i o n e  

p e r o x i d a s e ,  o r  GPX. T h i s  e n z y m e  o c c u r s  i n  t h e  p a t h w a y  

w i t h  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e - 1 ,  a c t i n g  t o  c a t a l y s e  t h e  

r e d u c t i o n  o f  t h e  h y d r o g e n  p e r o x i d e  t o  w a t e r  ( C o h e n  a n d  

I l o c h s t e i n ,  1 9 6 3 ) .  L . e v e l s  o f  t h i s  e n z y m e  s h o w  a  1 .55 

r a t i o  when p o p u l a t i o n s  o f  t r i s o m y  2 1  a n d  n o r m a l  

s u b j e c t s  a r e  c o m p a r e d  ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 5 b ) .  T h i s  i s  

v e r y  c l o s e  t o  t h e  r a t i o  o b s e r v e d  i n  t h e  SOD-1 

m e a s u r e m e n t s ,  a n d  may i m p l y  t h a t  t h e  g e n e s  f o r  t h e  

e x p r e s s i o n  o f  b o t h  o f  t h e s e  p r o t e i n s  a r e  o n  c h r o m o s o m e  

21 ( S i n e t  e t  a l . ,  1 9 7 5 b ) .  

T h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  i n t e r f e r o n  i n d u c e d  a n t i v i r a l  

s t a t e  i s  r e g u l a t e d  b y  t h e  a n t i v i r a l  p r o t e i n  ( A V P ) .  

M e a s u r e m e n t s  o f  g e n e  d o s a g e  i n  n o r m a l  a n d  t r i s o m i c  s k i n  

f i b r o b l a s t  c u l t u r e s  were u s e d  t o  c o n f i r m  t h e  a s s i g n m e n t  

o f  t h e  AVP g e n e  t o  c h r o m o s o m e  2 1  ( T a n  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  

AVP i s  p r e s u m e d  t o  b e  t h e  p r o t e i n  f a c t o r  t h a t  i n i t i a t e s  



s p e c i f i c  i n h i b i t i o n  o f  v i r u s  r e p l i c a t i o n .  I t  may b e  

t h a t  t h e r e  a r e  o t h e r  g e n e s  a l s o  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

r e g u l a t i o n  o f  t h e  e x p r e s s i o n  o f  t h e  a n t i v i r a l  s t a t e  

l o c a t e d  on ch romosome  2 1 ,  s i n c e  b o t h  SV4O v i r u s - i n d u c e d  

c e l l  t r a n s f o r m a t i o n  a n d  a n  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f  a l l  

t y p e s  o f  l e u k e m i a  i n v o l v e  t h e  G-g roup  c h r o m o s o m e s  ( T a n  

e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .  I n c r e a s e d  l e v e l s  o f  p r o t e i n s  of  t h i s  

n a t u r e  m i g h t  b e  d e t e c t a b l e  i n  t h e  t r i s o m y - 2 1  p r o t e i n  

c o m p l e m e n t .  

I V .  T w o - d i m e n s i o n a l  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s .  

T h e  f i r s t  u s e  o f  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  r e s o l v e  t h e  

c o m p l e x  p r o t e i n  m i x t u r e  f o u n d  i n  human s e r u m  was  b y  

T i s e l i u s  ( 1 9 3 7 ) ,  who s u c c e e d e d  i n  r e s o l v i n g  s e r u m  

g l o b u l i n  i n t o  t h r e e  c o m p o n e n t s  w h i c h  h e  l a b e l e d  a l p h a ,  

b e t a  a n d  gamma. Raymond a n d  W e i n t r a u b  ( 1 9 5 9 )  n e x t  

d e s c r i b e d  a  m e t h o d  f o r  t h e  u s e  o f  a c r y l a m i d e  g e l  a s  a  

s u p p o r t  m a t r i x .  T h e  two o r g a n i c  monomers ,  a c r y l a m i d e  

a n d  N,N1-methylenebisacrylamide, when p r o p e r l y  

c a t a l y s e d ,  f o r m e d  a  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w h i c h  was  

o p t i c a l l y  c l e a r  a n d  c o l o u r l e s s ,  e l a s t i c ,  c h e m i c a l l y  

s t a b l e ,  a n d  w h i c h  c o u l d  b e  d r i e d  a n d  p r e s e r v e d  

i n d e f i n i t e l y .  Raymond a n d  W e i n t r a u b  u s e d  t h i s  g e l  t o  



r e s o l v e  s e v e r a l  o f  t h e  s e r u m  g l o b u l i n  z o n e s  i n t o  

s u b c o m p o n e n t s ,  a n d  f o u n d  t h a t  i t  i m p r o v e d  t h e  

r e s o l u t i o n  o f  h e m o g l o b i n  a n d  s e r u m  a l b u m i n  p a t t e r n s  a s  

wel l .  

I m p r o v e d  r e s o l u t i o n  o f  human s e r u m  p r o t e i n s  w a s  

a c h i e v e d  by O r n s t e i n  ( 1 9 6 4 )  a n d  D a v i s  ( 1 9 6 4 ) ,  who 

d e v e l o p e d  a  t e c h n i q u e  w h i c h  u s e d  c o n t r o l l e d  v a r i a t i o n  

o f  t h e  a c r y l a m i d e  g e l  p o r e  s i z e  p l u s  a  p r e l i m i n a r y  

e l e c t r o p h o r e t i c  s t e p  t o  c o n c e n t r a t e  t h e  s a m p l e  i o n s  

i n t o  a  n a r r o w  s t a r t i n g  z o n e .  T h e y  c a l l e d  t h e  t e c h n i q u e  

d i s c  e l e c t r o p h o r e s i s ,  s i n c e  t h e  me thod  u t i l i z e d  

d i s c o n t i n u i t i e s  i n  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  m a t r i x  a n d  t h e  

s e p a r a t e d  z o n e s  o f  p r o t e i n  h a d  a  d i s c o i d  s h a p e .  T h e i r  

m e t h o d  r e s o l v e d  from t w e n t y  t o  t h i r t y  f r a c t i o n s  f r o m  

human s e r u m ,  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  f i v e  o r  s i x  s e e n  o n  

o t h e r  s u p p o r t i n g  m e d i a  ( P e a c o c k ,  B u n t i n g  a n d  Q u e e n ,  

1 9 6 5 ) .  

O r n s t e i n  a n d  D a v i s  i d e n t i f i e d  a l b u m i n ,  a  

p r e - a l b u m i n ,  f r o m  4  t o  8 p o s t - a l b u m i n s ,  t r a n s f e r r i n ,  

f r e e  h e m o g l o b i n  A ,  t h e  b e t a  I - l i p o p r o t e i n ,  t h e  a l p h a  2 

g l y c o p r o t e i n ,  t h e  7-S gamma g l o b u l i n s ,  a n d  a v a r i a b l e  

number  of f a s t e r  a n d  s l o w e r  h a p t o g l o b i n s .  As w e l l ,  

t h e r e  were 5 o r  10 u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n  d i s c s .  They  



a t t r i b u t e d  mos t  o f  t h e  v a r i a t i o n  i n  numbers  o f  p r o t e i n s  

t o  g e n e t i c  v a r i a t i o n  i n  h a p t o g l o b i n  p r o t e i n s  among 

i n d i v i d u a l s .  A s u r v e y  o f  a p p r o x i m a t e l y  200 n o r m a l  

human s e r a  r e v e a l e d  o t h e r  p a t t e r n  v a r i a t i o n s ,  

i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  u s e  o f  a c r y l a m i d e  g e l  y i e l d e d  a t  

l e a s t  t w e l v e  d i s c r e t e  g r o u p s  o f  e l e c t r o p h o r e t i c  

p a t t e r n s  ( P e a c o c k ,  B u n t i n g  and Q u e e n ,  1 9 6 5 ) .  

S h a p i r o ,  V i n u e l a  and  M a i z e l  ( 1 9 6 7 )  m o d i f i e d  t h e  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  s y s t e m  by u s i n g  sod ium d o d e c y l  

s u l f a t e  (SDS) t o  b r e a k  p r o t e i n s  i n t o  t h e i r  i n d i v i d u a l  

p o l y p e p t i d e  c h a i n s .  Laemmli ( 1 9 7 0 )  t h e n  worked w i t h  

M a i z e l  t o  combine  t h e  h i g h  r e s o l u t i o n  power o f  d i s c  

e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  SDS. T h i s  s y s t e m ,  known a s  

Laemmli g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  g a v e  more  and c l e a r e r  

b a n d i n g  p a t t e r n s  t h a n  a n y  p r e v i o u s  e l e c t r o p h o r e t i c  

t e c h n i q u e .  The a n i o n i c  d e t e r g e n t  SDS c o a t e d  e a c h  

p o l y p e p t i d e  c h a i n  o f  a  p r o t e i n  s o  t h a t  t o t a l  c h a r g e  was 

d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h u s ,  t h e  

d i s t a n c e  o f  m i g r a t i o n  o f  a  p r o t e i n  r e l a t i v e  t o  t h e  

d i s t a n c e  o f  m i g r a t i o n  o f  t h e  b romopheno l  b l u e  d y e  f r o n t  

was f o u n d  t o  b e  a  l i n e a r  f u n c t i o n  o f  t h e  l o g a r i t h m  o f  

t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h a t  p r o t e i n ,  w i t h i n  10% (Weber 

a n d  O s b o r n ,  1 9 6 9 ) .  



A d d i t i o n a l  r e s o l u t i o n  was t h e n  a c h i e v e d  by r u n n i n g  

t h e  serum sample  i n  two d i m e n s i o n s .  A t e c h n i q u e  f o r  

s e p a r a t i n g  serum p r o t e i n s  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  

i s o - e l e c t r i c  f o c u s i n g  p o i n t  was used  a s  a  f i r s t  

d i m e n s i o n ,  f o l l o w e d  by e l e c t r o p h o r e s i s  i n  SDS 

p o l y a c r y l a m i d e  g e l .  T e c h n i c a l  v a r i a t i o n s  on t h i s  theme 

l e d  t o  g r e a t e r  r e s o l u t i o n .  By 1968 ,  Dale  and L a t n e r  

were  a b l e  t o  r e s o l v e  a s  many a s  60 serum p r o t e i n  s p o t s ,  

and t o  i d e n t i f y  t r a n s f e r r i n ,  a l b u m i n ,  t h e  h a p t o g l o b i n s  

and two d i f f u s e  a r c s  assumed t o  be  immunoglobul in  G and 

immunoglobul in  A .  M a r g o l i s  and Kenr i ck  ( 1 9 6 9 )  used 

t u b e s  o f  p o l y a c r y l a m i d e  t o  s e p a r a t e  plasma p r o t e i n s  

a c c o r d i n g  t o  t h e i r  m o b i l i t y ,  and t h e n  t r a n s f e r r e d  e a c h  

t u b e  t o  t h e  s u r f a c e  o f  a  p o l y a c r y l a m i d e  s l a b  g e l ,  where  

t h e  p r o t e i n s  were  s e p a r a t e d  a c c o r d i n g  t o  s i z e .  They 

were  a b l e  t o  r e s o l v e  and i d e n t i f y  t r a n s f e r r i n ,  a l b u m i n ,  

immunoglobul ins  M ,  G and A ,  a  b e t a - l i p o p r o t e i n ,  a  

m a c r o g l o b u l i n ,  f i b r i n o g e n ,  c e r u l o p l a s m i n ,  haemopexin,  

and a  s e r i e s  o f  h o r i z o n t a l  b a r s  which t h e y  i d e n t i f i e d  

a s  hap tog lob in -haemog lob in  complex.  F u r t h e r  

m o d i f i c a t i o n  l e d  t o  s u g g e s t i o n s  f o r  u s e  o f  t h e  

p r o c e d u r e  f o r  s t u d i e s  o f  p a t h o l o g i c a l  s e r a  i n  d i s e a s e s  

a f f e c t i n g  t h e  immunoglobul ins  (Emes, L a t n e r  and M a r t i n ,  

19751,  f o r  t h e  a n a l y s i s  o f  l i p o p r o t e i n  p a t t e r n s  i n  t h e  

l i p o p r o t e i n a e m i a s  (Emes e t  a l . ,  1 9 7 6 ) ,  and f o r  

i n v e s t i g a t i o n s  i n t o  hap tog lob in -haemog lob in  

i n t e r a c t i o n s  (Emes,  L a t n e r  and M a r t i n ,  1 9 7 5 ) .  



I 

I n t r o d u c t i o n  

S t u d i e s  o n  t h e  b i o c h e m i s t r y  o f  t r i s o m y - 2 1  h a v e  

r e v e a l e d  a  number  o f  a c c e l e r a t e d  s t e p s  i n  t h e  

g l y c o l y t i c  p a t h w a y ,  b o t h  i n c r e a s e d  a n d  d i m i n i s h e d  

l e v e l s  o f  c e r t a i n  a m i n o  a c i d s  i n  s e r u m ,  a n d  c h a n g e s  i n  

t r y p t o p h a n  m e t a b o l i s m  ( L e j e u n e ,  1 9 7 7 ) .  I t  seemed  

l i k e l y  t h a t  o n e  o r  s e v e r a l  o f  t h e s e  m i g h t  i n v o l v e  

p r o t e i n  c h a n g e s  w h i c h  c o u l d  b e  d e t e c t e d  u s i n g  

p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a  r e l a t i v e l y  s i m p l e  

a n d  r a p i d  m e a n s  f o r  o b t a i n i n g  a p h e n o t y p e  of a  s e r u m  o r  

a m n i o t i c  f l u i d  s a m p l e .  

The  O t F a r r e l l  t e c h n i q u e  w a s  f i r s t  p r e s e n t e d  i n  

1 9 7 5 .  M o d i f i c a t i o n s  of  t h i s  p r o c e d u r e  were p u b l i s h e d  

i n  l a t e  1 9 7 7 .  A p r e p r i n t  o f  t h a t  a r t i c l e  was  u s e d  a s  

t h e  f o r m a t  f o r  t h e  g e l s  r u n  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  

T h i s  s t u d y  r e p r e s e n t s  t h e  f i r s t  time t h e  O I F a r r e l l  

t e c h n i q u e  h a s  b e e n  a p p l i e d  t o  human s e r u m  p r o t e i n s .  I t  

i s  a l s o  t h e  f i r s t  time t h a t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  p r o t e i n  

c o m p l e m e n t s  o f  d i p l o i d s  a n d  t r i s o m i c s  were s o u g h t  u s i n g  

t w o - d i m e n s i o n a l  g e l s .  

O ' F a r r e l l t s  h i g h - r e s o l u t i o n ,  t w o - d i m e n s i o n a l  

e l e c t r o p h o r e s i s  t e c h n i q u e  p r o v i d e d  a  s y s t e m  w h i c h  c o u l d  



r e s o l v e  c o m p l e x  g r o u p s  o f  p r o t e i n s  t o  a  d e g r e e  w h i c h  

was  a  v a s t  i m p r o v e m e n t  o v e r  t h e  p r e v i o u s  s y s t e m s .  When 

u n l a b e l e d  p r o t e i n s  were u s e d ,  a s  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n ,  

t h e  s e n s i t i v i t y  o f  s t a i n i n g  was  s u c h  t h a t  t h e  s m a l l e s t  

a m o u n t  o f  p r o t e i n  d e t e c t a b l e  a s  a  c o m p a c t  s p o t  w a s  o n  

t h e  o r d e r  o f  a  few h u n d r e t h s  o f  a  m i c r o g r a m .  F o r  a  

h e a v i l y  l o a d e d  g e l ,  a  s p o t  c o n s t i t u t i n g  a s  l i t t l e  a s  

0 .1% o f  t h e  t o t a l  p r o t e i n  i n  t h e  s a m p l e  c o u l d  b e  

d e t e c t e d  by s t a i n i n g  w i t h  C o o m a s s i e  F l u e .  Abou t  300 

s p o t s  a r e  v i s i b l e  i n  t h e  human p l a s m a  p r o t e i n s  p a t t e r n ,  

r e p r e s e n t i n g  t h i r t y  i d e n t i f i e d  p o l y p e p t i d e s  ( A n d e r s o n  

a n d  A n d e r s o n ,  1977) .  

W i t h  O f - F a r r e l l  g e l s ,  a  s e r u m  s a m p l e  i s  

s e p a r a t e d  i n  t w o  d i r e c t i o n s ,  f i r s t  b y  i s o e l e c t r i c  

f o c u s i n g  on a n  a m p h o l i n e  g r a d i e n t  i n  a  c o m b i n a t i o n  o f  

9 M  u r e a  and  2% N o n i d e t  P -40 ,  a n d  t h e n  by  m o l e c u l a r  

s i e v i n g  i n  a n  S D S - c o n t a i n i n g  p o y l a c r y l a m i d e  g r a d i e n t  

g e l .  The  a d v a n t a g e  o f  t h i s  m e t h o d  i s  t h a t  i t  d e a l s  

a l m o s t  e x c l u s i v e l y  w i t h  i n d i v i d u a l  g e n e  p r o d u c t s ,  a  

f a c t  w h i c h  l e d  A n d e r s o n  a n d  A n d e r s o n  ( 1977 )  t o  u s e  t h e  

O f F a r r e l l  t e c h n i q u e  i n  a  p r o g r a m  a i m e d  a t  c a t a l o g i n g  

human g e n e  p r o d u c t s .  C h a r a c t e r i z a t i o n  o f  some  known 

g e n e t i c  p o l y m o r p h i s m s  h a s  a l r e a d y  b e g u n ;  t h e  O T F a r r e l l  

s y s t e m  i s  s e e n  a s  a  p o w e r f u l  t o o l  f o r  human g e n e t i c  



a n a l y s i s .  Two f a c t s ,  t h a t  t h e r e  a r e  m e a s u r a b l e  g e n e  

d o s a g e  e f f e c t s  f r o m  t r i s o m y - 2 1  i n  h u m a n s ,  a n d  t h a t  t h e  

O I F a r r e l l  t e c h n i q u e  c a n  r e v e a l  i n d i v i d u a l  g e n e  

p r o d u c t s ,  l e d  u s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  p o t e n t i a l  o f  t h i s  

m e t h o d  i n  d i f f e r e n t i a t i n g  s e r a  o b t a i n e d  f r o m  d i p l o i d  

a n d  t r i s o m y  2 1  i n d i v i d u a l s .  

We a n t i c i p a t e d  t h a t  a r e a s  w h e r e  t h e  t r i s o m y - 2 1  

d i f f e r e d  from t h e  d i p l o i d  w o u l d  b e  m o s t  c l e a r l y  s e e n  i n  

t h e  s e r u m  p r o t e i n s  f r o m  c o n f i r m e d  a d u l t s .  O n c e  t h i s  

a r ea  was d e l i n e a t e d ,  we h o p e d  t o  u s e  t h e  t e c h n i q u e  f o r  

s c r e e n i n g  a m n i o t i c  f l u i d  s a m p l e s  from m o t h e r s  a t  r i s k  

f o r  b e a r i n g  a  t r i s o m i c  c h i l d .  T h e  p o s s i b i l i t y  o f  u s i n g  

O I F a r r e l l l s  t e c h n i q u e  t o  s c r e e n  f o r  p r o t e i n s  i n  b l o o d  

o r  e v e n  u r i n e  s a m p l e s  f r o m  p r e g n a n t  m o t h e r s  w a s  a n o t h e r  

a r e a  of  p o t e n t i a l  d i a g n o s t i c  u s e f u l n e s s .  



M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s  

I .  S a m p l e s  

Whole b l o o d  f r o m  d i p l o i d  i n d i v i d u a l s  was  o b t a i n e d  

f r o m  v o l u n t e e r s  i n  t h e  b i o s c i e n c e s  d e p a r t m e n t  a t  S imon 

F r a s e r  U n i v e r s i t y .  T h e  s a m p l e s  were c o l l e c t e d  o v e r  t h e  

c o u r s e  o f  o n e  a f t e r n o o n ,  a t  t h e  S imon  F r a s e r  H e a l t h  

S e r v i c e s .  The  c l o t t e d  s a m p l e s  were s p u n  down,  t h e  

s e r u m  r e m o v e d ,  d i v i d e d  i n t o  a l i q u o t s  a n d  p l a c e d  a t  -4 C 

u n t i l  r e q u i r e d .  P e r i o d i c a l l y ,  a  f r e s h  s e r u m  s a m p l e  was  

r u n  a g a i n s t  a  f r o z e n  a l i q u o t  t a k e n  from t h e  s ame  

i n d i v i d u a l .  O v e r  a  p e r i o d  o f  s e v e r a l  m o n t h s ,  n o  

p r o t e i n  b r e a k d o w n  i n  t h e  f r o z e n  s a m p l e s  c o u l d  b e  

d e t e c t e d  i n  t h e  g e l s .  

Whole  b l o o d  was  o b t a i n e d  from i n d i v i d u a l s  w i t h  a  

c o n f i r m e d  t r i s o m y - 2 1  k a r y o t y p e .  I n  t h e  c o u r s e  o f  

r o u t i n e  b l o o d  s a m p l i n g ,  o r d e r e d  by t h e  p h y s i c i a n ,  a  5ml  

t u b e  of  w h o l e  b l o o d  w a s  se t  a s i d e  f o r  t h i s  s t u d y .  T h e  

c l o t t e d  s a m p l e  was  s p u n  down ,  t h e  s e r u m  removed a n d  

k e p t  r e f r i g e r a t e d  u n t i l  i t  c o u l d  b e  p i c k e d  u p ,  u s u a l l y  

t h e  s a m e  a f t e r n o o n .  S e r u m  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  

l a b o r a t o r y  o n  i c e ,  w h e r e  i t  was  r e s p u n ,  d i v i d e d  i n t o  

a l i q u o t s  a n d  f r o z e n  a t  -4 C u n t i l  r e q u i r e d .  



S a m p l e s  were q u i c k l y  t h a w e d  u n d e r  h o t  t a p  w a t e r .  

Each  1 0 0  m i c r o l i t e r  a l i q u o t  o f  s e r u m  w a s  a d d e d  t o  2 0 0  

m i c r o l i t e r s  o f  s a m p l e  b u f f e r ,  d e s c r i b e d  b e l o w ,  a n d  

m i x e d .  Then  75 m i c r o l i t e r s  o f  t h e  m i x t u r e  was  d r a w n  u p  

a n d  l o a d e d  o n t o  t h e  a p p r o p r i a t e  f o c u s i n g  g e l .  T h i s  

q u a n t i t y  w a s  u s e d  b e c a u s e  i t  g a v e  t h e  g r e a t e s t  

r e s o l u t i o n  o f  p r o t e i n s  p r e s e n t  i n  s m a l l  a m o u n t s  w i t h  

t h e  l e a s t  i n t e r f e r e n c e  f r o m  s m e a r i n g  o f  t h e  l a r g e  

a l b u m i n  f r a c t i o n .  

11. Laemmli  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  

Laemmli  g e l s  were o u r  f i r s t  c h o i c e  f r o m  t h e  r a n g e  

o f  t y p e s  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  a v a i l a b l e .  T h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  b o t h  t h e  a c r y l a m i d e  monomer a n d  t h e  

b i s a c r y l a m i d e  c o u l d  b e  v a r i e d  t o  p r o d u c e  g e l s  o f  

d i f f e r e n t  p o r e  s i z e .  K e e p i n g  t h e  b i s a c r y l a m i d e  

c o n s t a n t  a n d  u s i n g  a c r y l a m i d e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  5 % ,  

7 . 5 % ,  1 0 %  a n d  1 5 % ,  a s  wel l  a s  10-16% g r a d i e n t  g e l s ,  

a l l o w e d  u s  t o  d e t e r m i n e  e m p i r i c a l l y  t h e  c o n c e n t r a t i o n  

w h i c h  wou ld  g i v e  t h e  b e s t  r e s o l u t i o n  o f  human s e r u m  

p r o t e i n s .  S a m p l e  l o a d i n g  c o n c e n t r a t i o n  was  a l s o  

d e t e r m i n e d  e m p i r i c a l l y ,  t o  a r r i v e  a t  a  q u a n t i t y  w h i c h  

r e v e a l e d  t h e  g r e a t e s t  number  of f a i n t  b a n d s  w i t h o u t  

u n d u e  s m e a r i n g  o f  t h e  h u g e  a l b u m i n  f r a c t i o n .  An 



a d v a n t a g e  o f  L a e m m l i ' s  t e c h n i q u e  was  i n c o r p o r a t i o n  o f  

t h e  r u n n i n g  b u f f e r  m i x t u r e  d i r e c t l y  i n t o  t h e  g e l  

m i x t u r e ,  s o  t h a t  t h e  g e l s  n e e d e d  no  s o a k i n g  o r  o t h e r  

p r i m i n g  p r i o r  t o  e l e c t r o p h o r e s i s .  U s i n g  TEMED a n d  

ammonium p e r s u l f a t e  p r o v i d e d  a  r e l i a b l e  a n d  c o n v e n i e n t  

c a t a l y s t .  i s o - b u t y l  a l c o h o l  a t  t h e  g e l  s u r f a c e  g a v e  a  

s m o o t h ,  s t r a i g h t  i n t e r f a c e ,  a s  wel l  a s  a  r a p i d  m e a n s  o f  

p r o t e c t i n g  t h e  g e l  s o l u t i o n  f r o m  c o n t a c t  w i t h  

a t m o s p h e r i c  o x y g e n ,  a n  i n h i b i t o r  o f  p o l y m e r i z a t i o n .  

The  s o d i u m  d o d e c y l  s u l f a t e  g a v e  a  m e a n s  o f  d e t e r m i n i n g  

t h e  r a n g e  o f  s u b u n i t s  a n d  t h e i r  m o l e c u l a r  w e i g h t s  i n  

t h e  s e r u m  s a m p l e  f o r  s u b u n i t s  from w e i g h t  1 5 , 5 0 0  t o  

1 6 5 , 0 0 0  ( S h a p i r o ,  V i n u e l a  a n d  M a i z e l ,  1 9 6 7 ) .  SDS 

m i n i m i z e d  t h e  n a t i v e  c h a r g e  d i f f e r e n c e s  s o  t h a t  a l l  

p r o t e i n s  m i g r a t e d  a s  a n i o n s .  B o t h  t h e  SDS a n d  

b e t a - m e r c a p t o e t h a n o l  a c t e d  t o  d i s r u p t  h y d r o g e n ,  

h y d r o p h o b i c  a n d  d i s u l f i d e  l i n k a g e s ,  h e l p i n g  t o  

s o l u b i l i z e  o t h e r w i s e  i n s o l u b l e  p r o t e i n  c o m p o n e n t s .  

T h i s  t e c h n i q u e  w a s  n o t ,  h o w e v e r ,  s e n s i t i v e  e n o u g h  

t o  p i c k  u p  c o n s i s t e n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  d i p l o i d  a n d  

t r i s o m y - 2 1  s e r u m  s a m p l e s .  We t h e n  d e c i d e d  t o  u s e  t h e  

O I F a r r e l l  t e c h n i q u e ,  i n t r o d u c e d  i n  1 9 7 5  and  m o d i f i e d  i n  

1 9 7 7 .  I n  1 9 7 5  t h e  t e c h n i q u e  h a d  n e v e r  b e e n  u s e d  f o r  

s e p a r a t i n g  human p r o t e i n s .  



111. The  f i r s t  d i m e n s i o n .  

C h e m i c a l s ,  s t o c k s  a n d  s o l u t i o n s  u s e d  i n  t h e  f i r s t  

a n d  s e c o n d  d i m e n s i o n  a r e  l i s t e d  i n  t h e  A p p e n d i x .  The  

f i r s t  d i m e n s i o n  a p p a r a t u s  c o n s i s t e d  o f  a  s e r i e s  o f  

g l a s s  t u b e s  w i t h  a n  i n t e r n a l  d i a m e t e r  of 3.0mm. T h e  

t u b e s  were c u t  t o  a  l e n g t h  o f  13 cm. a n d  t h e  s h a r p  

e d g e s  f l a m e d .  A s m a l l  m a r k  w a s  made 5 m m  down f r o m  t h e  

t o p  e n d ,  f o r  e a s e  i n  p o u r i n g  g e l s  t o  a  u n i f o r m  l e n g t h .  

B e f o r e  u s e ,  t h e  t u b e s  were c l e a n e d  well by s o a k i n g  i n  a  

1 %  c h r o m i c  a c i d  s o l u t i o n .  T u b e s  were a l s o  s t o r e d  i n  

t h e  c h r o m i c  a c i d  s o l u t i o n  when n o t  i n  u s e .  When 

p r e p a r i n g  t u b e s  f o r  u s e  i n  a  r u n ,  e a c h  was  c a r e f u l l y  

r i n s e d  i n  t a p  w a t e r ,  t h e n  i n  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  t h e n  

i m m e r s e d  t o  s o a k  i n  a  s a t u r a t e d  s o l u t i o n  o f  p o t a s s i u m  

h y d r o x i d e  i n  e t h a n o l  f o r  a t  l e a s t  t e n  m i n u t e s .  The  

t u b e s  were t h e n  t h o r o u g h l y  r i n s e d  i n  r u n n i n g  t a p  w a t e r ,  

r i n s e d  twice w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  a n d  a i r  d r i e d ,  u s i n g  

a  l e n g t h  o f  r u b b e r  t u b i n g  a t t a c h e d  t o  an  a i r  o u t l e t  t o  

b l o w  d r y  t h e  i n t e r i o r .  To s e a l  t h e  l o w e r  e n d  o f  e a c h  

t u b e ,  a n  a p p r o x i m a t e l y  2 x  5cm s t r i p  of P a r a f i l m  was 

c u t ,  t h e  m i d d l e  s t r e t c h e d  o v e r  t h e  o p e n i n g ,  and  t h e  
- 

e n d s  c a r e f u l l y  w r a p p e d  a r o u n d  a n d  a r o u n d  t h e  t u b e .  

T u b e s  were t h e n  p l a c e d  v e r t i c a l l y  i n  a  t w e l v e - t u b e  

s t a n d  m a n u f a c t u r e d  by B u c h l e r  I n s t r u m e n t s .  



A l o a d i n g  s y r i n g e ,  c o n s t r u c t e d  f r o m  a  20ml  

p l a s t i c  s y r i n g e  w i t h  a  p i e c e  o f  t h i n  p l a s t i c  t u b i n g  

a t t a c h e d  t o  t h e  e n d ,  w a s  t h e n  f i l l e d  w i t h  t h e  m i x t u r e .  

To a v o i d  b u b b l e s  when p o u r i n g  t h e  g e l s ,  t h e  l i q u i d  

was  b r o u g h t  r i g h t  t o  t h e  e n d  o f  t h e  p l a s t i c  t u b i n g ,  t h e  

t u b i n g  was  i n s e r t e d  t o  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g l a s s  t u b e  

a n d  w i t h d r a w n  s l o w l y  a s  t h e  g e l  f i l l e d  t h e  t u b e .  A l l  

t u b e s  were f i l l e d  a s  u n i f o r m l y  a s  p o s s i b l e  t o  t h e  5 m m  

m a r k ,  o v e r l a y e r e d  w i t h  w a t e r ,  a n d  a l l o w e d  t o  s i t  f o r  

o n e  t o  t w o  h o u r s .  A l l  l i q u i d  a b o v e  e a c h  g e l  was 

t h e n  c a r e f u l l y  r emoved  w i t h  a  s y r i n g e  a n d  25 

m i c r o l i t e r s  of l y s i s  b u f f e r  l a y e r e d  o n t o  e a c h  g e l  

s u r f a c e .  T h i s  was  o v e r l a y e r e d  w i t h  w a t e r ,  t o  

p r e v e n t  t h e  u r e a  from c r y s t a l l i z i n g  o u t .  The  g e l s  

were a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  w i t h  t h e  l y s i s  b u f f e r  f o r  

o n e  h o u r ,  w h i l e  t h e  u p p e r  a n d  l o w e r  r e s e r v o i r  b u f f e r s  

were p r e p a r e d .  

After t h e  e q u i l i b r a t i o n  h o u r  h a d  p a s s e d ,  t h e  

P a r a f i l m  was  r emoved  from t h e  g e l  t u b e s ,  u s i n g  a r a z o r  

b l a d e  t o  s c r a p e  t h e  s i d e s  o f  t h e  t u b e s  c l e a n .  E a c h  

t u b e  w a s  t h e n  i n s e r t e d  i n t o  a  r u b b e r  s t o p p e r  i n  a  

s t a n d a r d  t u b e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  c h a m b e r  d e s i g n e d  t o  

h o l d  t w e l v e  t u b e s .  A s m a l l  a m o u n t  o f  u p p e r  r e s e r v o i r  

b u f f e r  w a s  a d d e d  t o  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  a n d  



a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  s e v e r a l  m i n u t e s ,  t o  c h e c k  f o r  

l e a k s .  The  l o w e r  . r e s e r v o i r  was  t h e n  c o m p l e t e l y  f i l l e d  

w i t h  l o w e r  r e s e r v o i r  b u f f e r  a n d  t h e  u p p e r  

r e s e r v o i r ,  w i t h  g e l s  i n  p l a c e ,  a t t a c h e d .  Each  l o w e r  

g e l  s u r f a c e  was  c h e c k e d  f o r  a i r  b u b b l e s ;  a  b e n t  

P a s t e u r  p i p e t t e  w i t h  l o w e r  r e s e r v o i r  b u f f e r  was  u s e d  t o  

e l i m i n a t e  t h e s e .  T h e  l i q u i d  was  a s p i r a t e d  f r o m  

e a c h  g e l  s u r f a c e ,  a n d  r e p l a c e d  w i t h  2 5  m i c r o l i t e r s  o f  

f r e s h  l y s i s  b u f f e r ,  o v e r l a y e r e d  t o  t h e  t o p  o f  t h e  

g l a s s  t u b e  w i t h  u p p e r  r e s e r v o i r  b u f f e r .  T h e  u p p e r  

r e s e r v o i r  was  t h e n  c a r e f u l l y  f i l l e d  w i t h  b u f f e r  

a n d  c o v e r e d .  

The  u p p e r  b a s e  r e s e r v o i r  was  c o n n e c t e d  t o  t h e  

a n o d e  a n d  t h e  l o w e r  a c i d  r e s e r v o i r  was  c o n n e c t e d  t o  

t h e  c a t h o d e .  T h e  g e l s  were p r e r u n  a s  f o l l o w s :  

15 m i n u t e s  a t  2 0 0  v o l t s  

3 0  m i n u t e s  a t  3 0 0  v o l t s  

3 0  m i n u t e s  a t  4 0 0  v o l t s  

After t h e  p r e r u n ,  t h e  p o w e r  s u p p l y  was  

d i s c o n n e c t e d ,  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  b u f f e r  s i p h o n e d  

- 
o u t ,  a n d  t h e  l i q u i d  a b o v e  e a c h  g e l  s u r f a c e  a s p i r a t e d .  



T h e  s a m p l e s  were t h e n  p r e p a r e d ,  a p p l i e d  t o  

t h e  a p p r o p r i a t e  g e l  s u r f a c e  a n d  o v e r l a y e r e d  w i t h  1 0  

m i c r o l i t e r s  o f  o v e r l a y  b u f f e r .  The  t u b e  w h i c h  was  

l a t e r  t o  d e t e r m i n e  t h e  pH g r a d i e n t  was  s i m p l y  

a s p i r a t e d  t o  t h e  g e l  s u r f a c e  a n d  t o p p e d  u p  w i t h  u p p e r  

r e s e r v o i r  b u f f e r .  A l l  t u b e s  were t h e n  t o p p e d  w i t h  

u p p e r  r e s e r v o i r  b u f f e r  a n d  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  f i l l e d  

w i t h  f r e s h  b u f f e r .  T h e  p o w e r  s u p p l y  was  

r e c o n n e c t e d  a n d  t h e  f o c u s i n g  c o n t i n u e d  o v e r n i g h t  a s  

f o l l o w s :  

18 h o u r s  a t  3 0 0  v o l t s  

1 h o u r  a t  8 0 0  v o l t s  

F o l l o w i n g  t h e  r u n ,  t h e  g e l s  were removed from t h e  

t u b e s ,  u s i n g  a  20ml  s y r i n g e  w i t h  a  s h o r t  p i e c e  o f  

t u b i n g  g l u e d  t o  t h e  e n d .  T h e  t u b i n g  was  s e c u r e d  o v e r  

o n e  e n d  o f  t h e  g l a s s  t u b e  a n d  t h e  g e l  s l o w l y  e x r u d e d  by  

a i r  p r e s s u r e  f r o m  t h e  s y r i n g e .  E a c h  g e l  was  e x t r u d e d  

i n t o  a  l a b e l l e d ,  s c r e w - c a p p e d  15ml  g l a s s  t u b e  

c o n t a i n i n g  5ml of SDS s a m p l e  b u f f e r .  

The  g e l s  were e q u i l i b r a t e d  i n  t h e  SDS s a m p l e  

b u f f e r  f o r  o n e  h o u r  a t  r oom t e m p e r a t u r e  a n d  t h e n  s t o r e d  

a t  -4 C .  T u b e  g e l s  w h i c h  were t o  b e  r u n  i m m e d i a t e l y  i n  

t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  were p u t  i n t o  a  f r e s h  5ml a l i q u o t  

o f  SDS s a m p l e  b u f f e r  a f t e r  o n e  h o u r ,  a l l o w e d  t o  



e q u i l i b r a t e  f o r  a  f u r t h e r  h o u r  a n d  t h e n  a d d e d  d i r e c t l y  

t o  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  

T h e  i s o - e l e c t r i c  f o c u s i n g  g e l  r u n  w i t h o u t  s a m p l e  

w a s  u s e d  t o  c a l i b r a t e  t h e  pH g r a d i e n t .  The  g e l  was  

e x t r u d e d  o n t o  P a r a f i l m  w h i c h  h a d  b e e n  c u t  a s  a  p i e c e  

s l i g h t l y  l o n g e r  t h a n  t h e  l e n g t h  o f  t h e  t u b e  a n d  c r e a s e d  

down t h e  m i d d l e .  T h e  g e l  was  a l i g n e d  w i t h  t h e  c r e a s e ,  

m e a s u r e d  a n d  c u t  i n t o  Icm p i e c e s .  E a c h  p i e c e  was  

p l a c e d  i n  a  l a b e l e d  10ml  b e a k e r  c o n t a i n i n g  5ml  o f  

d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r ,  pH 8.1.  The  s e c t i o n s  were 

a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  t w o  or  m o r e  h o u r s  a n d  t h e  pH 

d e t e r m i n e d .  T h i s  s t e p  a s s u r e d  t h a t  t h e  pH g r a d i e n t  was  

r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  a n d  r e p r o d u c i b l e  f r o m  o n e  f i r s t  

d i m e n s i o n  r u n  t o  t h e  n e x t .  

When a  f r o z e n  g e l  w a s  s e l e c t e d  f o r  u s e ,  i t  was  

t h a w e d  q u i c k l y  u n d e r  r u n n i n g  t a p  w a t e r  a n d  5ml  o f  f r e s h  

SDS s a m p l e  b u f f e r  w a s  a d d e d .  T h e  g e l  was  e q u i l i b r a t e d  

a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  o n e  h o u r  b e f o r e  i t  was  a p p l i e d  

t o  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  



I V .  The s e c o n d  d i m e n s i o n .  

The a p p a r a t u s  f o r  t h e  s e c o n d - d i m e n s i o n  s l a b  g e l  

was c o n s t r u c t e d  a s  d e s c r i b e d  by S t u d i e r  ( 1 9 7 3 ) ,  w i t h  

m o d i f i c a t i o n s  a s  n o t e d  by O ' F a r r e l l  ( 1 9 7 5 ) .  The g l a s s  

p l a t e s  were a s s e m b l e d  u s i n g  1 5  x  150 x 3mm t e f l o n  b a r s  

a s  s p a c e r s  a l o n g  t h e  s i d e  a n d  b o t t o m  e d g e s .  V a s e l i n e  

p e t r o l a t u m  j e l l y  was s p r e a d  l i b e r a l l y  a l o n g  b o t h  s i d e s  

o f  e a c h  s p a c e r  b a r  t o  e n s u r e  a  w a t e r p r o o f  s e a l .  The 

g l a s s  p l a t e s  were t h e n  c l a m p e d  t o g e t h e r  w i t h  2 - i n c h  

f o l d - b a c k  c l a m p s  a l o n g  e a c h  s i d e  and  1 - i n c h  s c r e w  c l a m p s  

a t  e a c h  b o t t o m  c o r n e r .  A 10-16% c o n c a v e  e x p o n e n t i a l  

g r a d i e n t  g e l  was p o u r e d  t h e  m o r n i n g  b e f o r e  a  s e c o n d  

d i m e n s i o n  r u n ,  and a l l o w e d  t o  e q u i l i b r a t e  f o r  a t  l e a s t  

t w e n t y  h o u r s .  

To p r e p a r e  t h e  g e l ,  a  l i g h t  s o l u t i o n  and a  h e a v y  

s o l u t i o n  were made u p ,  e a c h  i n  a  125ml s i d e a r m  f l a s k .  

Each s o l u t i o n  was made u p  a d d i n g  a l l  i n g r e d i e n t s  b u t  

t h e  TEMED and  d e g a s s e d  f o r  s e v e r a l  m i n u t e s .  TEMED was 

t h e n  a d d e d .  A l l  32ml o f  t h e  l i g h t  s o l u t i o n  was l o a d e d  

i n t o  t h e  r e s e r v o i r  chamber  of a  g r a d i e n t  maker ;  lOml o f  

t h e  h e a v y  s o l u t i o n  was p i p e t t e d  i n t o  t h e  m i x i n g  

c h a m b e r .  The g r a d i e n t  maker  was a t t a c h e d  t o  a  s t a n d  a t  

a  h e i g h t  s u f f i c i e n t  t o  a l l o w  f o r  f r e e  g r a v i t y  p o u r i n g  



o f  t h e  s o l u t i o n  b e t w e e n  t h e  g l a s s  p l a t e s .  A s t i r - b a r  

was  a d d e d  t o  t h e  m i x i n g  c h a m b e r .  T h i s  c h a m b e r  was  

s e a l e d  w i t h  a  r u b b e r  s t o p p e r ,  t h e  p r e s s u r e  e q u i l i b r a t e d  

b y  i n s e r t i n g  a  20  g a g u e  n e e d l e ,  t h e  n e e d l e  r e m o v e d ,  a n d  

t h e  s t o p c o c k  s e p a r a t i n g  t h e  t w o  c h a m b e r s  o p e n e d .  The  

t w o  f e e d  t u b e s  were t a p e d  t o  t h e  b a c k  p l a t e  a n d  t h e  

g r a d i e n t  p o u r e d  t o  a  m a r k  o n e  i n c h  b e l o w  t h e  b a s e  o f  

t h e  n o t c h .  A s m a l l  a m o u n t  o f  i s o b u t a n o l  was  l a y e r e d  

o v e r  t h e  g e l  s u r f a c e  t o  c r e a t e  a  f l a t  i n t e r f a c e ,  a n d  to 

f a c i l i t a t e  t h e  s e t t i n g  o f  t h e  p o l y a c r y l a r n i d e .  A f t e r  

o n e  o r  t w o  h o u r s ,  l i q u i d  was  a s p i r a t e d  f r o m  t h e  g e l  

s u r f a c e  a s  much a s  p o s s i b l e  w i t h o u t  t i l t i n g  o r  

d i s t u r b i n g  t h e  g e l ,  a n d  a s o l u t i o n  o f  t h r e e  p a r t s  

d i s t i l l e d  w a t e r  t o  o n e  p a r t  1 . 5  M T r i s ,  pH 8 . 8  was  

a d d e d .  The  g r a d i e n t  g e l  w a s  t h e n  l e f t  t o  s t a n d  f r o m  20 

t o  24 h o u r s .  

The  f o l l o w i n g  m o r n i n g ,  t h e  5% s p a c e r  g e l  was  

p r e p a r e d .  The  b u f f e r  m i x t u r e  c o v e r i n g  t h e  g r a d i e n t  g e l  

was  removed w i t h  a  P a s t e u r  p i p e t t e ,  t i l t i n g  t h e  g e l  

s l i g h t l y  t o  o n e  e d g e .  T h e  g e l  s u r f a c e  was  r i n s e d  t h r e e  

times w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  s p a c e r  g e l  was  p o u r e d  

o n  t o p  o f  t h e  g r a d i e n t  g e l  by  t i l t i n g  t h e  p l a t e s  a t  a n  

a n g l e  a n d  a l l o w i n g  t h e  l i q u i d  t o  r u n  down t h e  b a c k  

p l a t e .  T h e  p l a t e s  were f i l l e d  t o  t h e  b a s e  o f  t h e  n o t c h  



a n d  s e t  u p r i g h t .  A c h i l l e d  t e f l o n  s t r i p  was  i n s e r t e d  

2mm b e l o w  t h e  e d g e  o f  t h e  n o t c h ,  m o v i n g  f r o m  l e f t  t o  

r i g h t  t o  a v o i d  t r a p p i n g  a i r  b u b b l e s .  The  s p a c e r  g e l  

w a s  a l l o w e d  t o  s e t  w h i l e  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  t u b e  g e l  

was  t h a w e d  and  e q u i l i b r a t e d .  

S h o r t l y  b e f o r e  t h e  e q u i l i b r a t i o n  t ime was  u p ,  a n  

a l i q u o t  o f  a g a r o s e  i n  SDS s a m p l e  b u f f e r  was  m e l t e d  i n  a  

b o i l i n g  w a t e r  b a t h .  T h e  f i r s t  d i m e n s i o n  g e l  was  t h e n  

p o u r e d  f r o m  t h e  t u b e  i n t o  a  c r e a s e  made down t h e  c e n t e r  

o f  a  s h e e t  o f  P a r a f i l m .  A l l  excess l i q u i d  was  r emoved  

f r o m  a r o u n d  t h e  g e l ,  t o  r e m o v e  a n y  p r o t e i n s  w h i c h  h a d  

d i f f u s e d  f r o m  t h e  g e l  i n t o  t h e  b u f f e r  s i n c e  t h e s e  wou ld  

r u n  a s  a  s m e a r  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n .  T h e  t e f l o n  b a r  

w a s  r e m o v e d ,  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  s p a c e r  g e l  r i n s e d  twice  

w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  t h e  p l a t e d  l e a n e d  a t  a  45 d e g r e e  

a n g l e ,  a n d  s u f f i c i e n t  m e l t e d  a g a r o s e  s o l u t i o n  p i p e t t e d  

i n t o  t h e  g r o o v e  t o  f o r m  a n  a n g l e d  s u r f a c e  h e t w e e n  t h e  

t o p  o f  t h e  n o t c h e d  p l a t e  a n d  t h e  b a c k  p l a t e .  The  t u b e  

g e l  was  i m m e d i a t e l y  e a s e d  o n t o  t h e  l i q u i d  s u r f a c e ,  

u s i n g  a  s p a t u l a  t o  s t a r t  o n e  e n d  o f  t h e  t u b e  a t  t h e  

l e f t  e d g e  o f  t h e  n o t c h  a n d  a l l o w i n g  t h e  r e s t  o f  t h e  

t u b e  t o  s l i d e  o f f  s t e a d i l y ,  t a k i n g  c a r e  n o t  t o  s t r e t c h  

o r  c o m p r e s s  t h e  t u b e  o r  t r a p  b u b b l e s  b e t w e e n  t h e  t u b e  

a n d  t h e  a g a r o s e  l i q u i d .  T h e  a g a r o s e  was  a l l o w e d  t o  s e t  

f o r  f i v e  m i n u t e s .  



The  t e f l o n  s p a c e r  a l o n g  t h e  b o t t o m  e d g e  was  

r emoved  a n d  excess  p e t r o l a t u m  j e l l y  r e m o v e d ,  u s i n g  o n e  

e n d  o f  t h e  s p a c e r  b a r .  A L a y e r  o f  p e t r o l a t u m  j e l l y  was  

s p r e a d  on t h e  v e r t i c l e  s u r f a c e  o f  t h e  e l e c t r o p h o r e s i s  

t a n k  a n d  t h e  g e l  c l a m p e d  o n ,  u s i n g  a  b u l l d o g  c l a m p  

a l o n g  e a c h  s i d e .  A 5 m l  s y r i n g e  w a s  u s e d  t o  d i s t r i b u t e  

a  t h i n  l i n e  o f  m e l t e d  p e t r o l a t u m  j e l l y  a l o n g  t h e  c r a c k  

b e t w e e n  t h e  g l a s s  p l a t e  a n d  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  o f  t h e  

e l e c t r o p h o r e s i s  t a n k ,  t o  s a f e g u a r d  a g a i n s t  l e a k s .  The  

u p p e r  r e s e r v o i r  was  t h e n  f i l l e d  w i t h  s u f f i c i e n t  r u n n i n g  

b u f f e r  t o  c o v e r  t h e  g e l ,  and  two o r  t h r e e  d r o p s  o f  0 . 1 %  

R r o m o p h e n o l  b l u e  a d d e d .  T h e  l o w e r  r e s e r v o i r  was  f i l l e d  

w i t h  r u n n i n g  g e l  b u f f e r ;  a i r  b u b b l e s  t r a p p e d  a t  t h e  

lower g e l  s u r f a c e  were f o r c e d  o u t  w i t h  b u f f e r ,  u s i n g  a  

P a s t e u r  p i p e t t e  w i t h  a  u - s h a p e d  t i p .  

E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  r u n  a t  20 v o l t s  u n t i l  t h e  

B r o m o p h e n o l  b l u e  d y e  f r o n t  was  t h r o u g h  t h e  5 %  s p a c e r  

g e l .  V o l t a g e  w a s  t h e n  i n c r e a s e d  t o  4 0  v o l t s  a n d  t h e  

g e l  r u n  o v e r n i g h t  f o r  a p p r o x i m a t e l y  22 h o u r s ,  o r  u n t i l  

t h e  d y e  f r o n t  was  w i t h i n  o n e  c e n t i m e t e r  o f  t h e  b o t t o m  

e d g e .  



V .  S t a i n i n g  a n d  d r y i n g .  

f r o m  t h e  g l a s s  p l a t e s .  The  l a t e r a l  s p a c e r  b a r s  were 

p u l l e d  o u t ,  a n d  a  s p a t u l a  u s e d  t o  p r y  a p a r t  t h e  g l a s s  

p l a t e s  f r o m  o n e  c o r n e r .  T h e  t o p  p l a t e  was  r emoved  a n d  

t h e  b o t t o m  p l a t e ,  w i t h  t h e  g e l  s t i l l  a d h e r i n g ,  f l i p p e d  

o v e r  i n t o  a  g l a s s  d i s h  c o n t a i n i n g  d e s t a i n  s o l u t i o n .  

After a 2 0  m i n u t e  e q u i l i b r a t i o n ,  t o  a d j u s t  pH, t h e  

d e s t a i n  was  p o u r e d  o f f  a n d  t h e  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  b l u e  

s t a i n i n g  s o l u t i o n  a d d e d .  T h e  g e l  was  g e n t l y  s h a k e n  f o r  

two h o u r s  i n  t h i s  s o l u t i o n ,  t o  a s s u r e  e v e n  d y e  

d i s t r i b u t i o n .  T h e  s t a i n  was  p o u r e d  o f f ,  a n d  excess 

s t a i n  r i n s e d  f r o m  t h e  g e l  s u r f a c e  a n d  t h e  g l a s s  d i s h  

w i t h  warm t a p  w a t e r .  T h e  g e l  was  d e s t a i n e d  o v e r n i g h t ,  

w i t h  s h a k i n g ,  i n  s e v e r a l  c h a n g e s  o f  d e s t a i n  s o l u t i o n .  

D r y i n g  was  c a r r i e d  o u t  o n  a  Bio-Rad d r y i n g  

a p p a r a t u s .  Gels were d r i e d  two a t  a  t ime,  u s i n g  f o u r  

t h i c k n e s s e s  o f  Whatmann 8 1  f i l t e r  p a p e r  b a c k e d  w i t h  o n e  

s h e e t  o f  Whatmann # 2 5  f i l t e r  p a p e r .  Gels were s t o r e d  

u n d e r  b o o k s ,  a s  t h e y  t e n d  t o  c u r l .  



R e s u l t s  a n d  D i s c u s s i o n  

I .  Gel P a r a m e t e r s .  

W i t h  a  p r o t e i n  m i x t u r e ,  t h e  r e l a t i v e  a m o u n t s  o f  

t h e  c o m p o n e n t  p r o t e i n s  v a r y  c o n s i d e r a b l y .  I n  g e n e r a l ,  

t h e  l e s s  p r o t e i n  l o a d e d  on a  g e l  t h e  b e t t e r  t h e  

r e s o l u t i o n .  S i n c e  a l b u m i n  m a k e s  up  a  l a r g e  f r a c t i o n  o f  

t h e  t o t a l  s e r u m  p r o t e i n s ,  t h e  a m o u n t  o f  s e r u m  w h i c h  

c o u l d  b e  l o a d e d  t o  g i v e  t h e  g r e a t e s t  r e s o l u t i o n  o f  

m i n o r  s p e c i e s  w i t h o u t  o b l i t e r a t i n g  s p e c i e s  r u n n i n g  n e a r  

t h e  a l b u m i n  c o m p o n e n t  was  d e t e r m i n e d  e m p i r i c a l l y .  T h e  

e f f e c t  o f  o v e r l o a d i n g  t h e  a l b u m i n  f r a c t i o n  was  t o  s h i f t  

m i n o r  s p o t s  c l o s e  t o  t h e  m a j o r  a l b u m i n  s p o t  r a t h e r  t h a n  

e n g u l f  t h e m .  T h u s  a  c o m p a r i s o n  of p a t t e r n s  f r o m  o n e  

g e l  t o  a n o t h e r  m u s t  b e  made  u s i n g  t h e  r e l a t i v e  

p o s i t i o n s  o f  t h e  s p o t s  w i t h  r e g a r d  t o  m a r k e r  n e i g h b o u r s  

i n  t h e  o v e r a l l  p a t t e r n .  T h e  a c i d  g l y c o p r o t e i n  s p o t  

a p p e a r e d  i n  m o s t  g e l s  a s  t h e  m o s t  a c i d i c  g r o u p  

r e s o l v e d ,  w i t h  a  pH a r o u n d  4 . 5 .  The  b a s i c  e n d  o f  t h e  

pH g r a d i e n t  d i d  n o t  e x t e n d  s i g n i f i c a n t l y  a b o v e  pH 7 .  

S i n c e  t h e  m e t h o d  h a d  s u f f i c i e n t  r e s o l v i n g  power  t o  

d e t e c t  a  s i n g l e  c h a r g e  c h a n g e  i n  a  p o l y p e p t i d e  c h a i n ,  

s t o r a g e  c o n d i t i o n s  were m o n i t o r e d  a n d  a  p e r i o d i c  



c o n t r o l  was  r u n  t o  f i n d  i f  a r t i f a c t u a l  s p o t s  were 

g e n e r a t e d .  S p e c i m e n s  were f r o z e n  w i t h i n  a  f e w  h o u r s  o f  

c o l l e c t i o n  a n d  u s e d  s h o r t l y  a f t e r  q u i c k - t h a w i n g ,  t o  

m i n i m i z e  a r t i f a c t u a l  c h a r g e  h e t e r o g e n e i t y .  

E q u i l i b r a t i o n  o f  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  g e l  f o r  o n e  h o u r  

p r i o r  t o  f r e e z i n g  a n d  f o r  o n e  h o u r  i n  f r e s h  SDS s a m p l e  

b u f f e r  a f t e r  q u i c k - t h a w i n g  a n d  p r i o r  t o  l o a d i n g  o n t o  

t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  r e s u l t e d  i n  n o  a p p r e c i a b l e  l o s s  o f  

p r o t e i n .  C o n t r o l  g e l s  were r u n  w i t h o u t  e q u i l i b r a t i o n ,  

d i r e c t l y  f r o m  t h e  f i r s t  d i m e n s i o n  i n t o  t h e  s e c o n d .  I n  

t h e s e ,  t h e r e  was  s l i g h t l y  l e s s  d i f f u s i o n  o f  i n d i v i d u a l  

s p o t s ,  b u t  n o  a p p a r e n t  l o s s e s .  

11. I d e n t i f i c a t i o n  o f  p r o t e i n s .  

A n d e r s o n  a n d  A n d e r s o n  ( 1 9 7 7 )  h a v e  r e c e n t l y  

r e p o r t e d  t h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h i r t y  p l a s m a  p r o t e i n s  

i n  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  p a t t e r n .  T h e i r  i d e n t i t i e s  were 

e s t a b l i s h e d  e i t h e r  b y  r u n n i n g  p u r e  p r e p a r a t i o n s  o r  by 

r u n n i n g  i m m u n o p r e c i p i t a t e s ,  made b y  r e a c t i n g  s p e c i f i c  

a n t i s e r a  w i t h  w h o l e  s e r u m .  Many o f  t h e  a r e a s  

i d e n t i f i e d  i n  t h e  p l a s m a  p r o t e i n  work  c a n  b e  r e l a t e d  t o  

s i m i l a r  a r e a s  i n  t h e  s e r u m  p r o t e i n s  g e l s  r u n  i n  t h i s  

s t u d y .  



A c o m p a r i s o n  o f  s e r u m  p r o t e i n  p a t t e r n s  f r o m  t w e l v e  

n o r m a l  d i p l o i d  a d u l t s  a n d  t w e l v e  t r i s o m y - 2 1  i n d i v i d u a l s  

r e v e a l e d  no  c o n s i s t e n t  a r e a  w h e r e  a  d i f f e r e n c e  w h i c h  

m i g h t  be  o f  d i a g n o s t i c  v a l u e  o c c u r r e d .  F i g u r e s  1 

t h r o u g h  1 4  p r e s e n t  p h o t o g r a p h s  o f  t h e  g e l s  r u n  o n  t w o  

o f  t h e  t r i s o m y - 2 1  m a l e s ,  t h r e e  o f  t h e  t r i s o m y - 2 1  

f e m a l e s ,  f i v e  o f  t h e  n o r m a l  f e m a l e s  a n d  f o u r  o f  t h e  

n o r m a l  m a l e s .  Above e a c h  g e l  p h o t o g r a p h  i s  a 

s i m p l i f i e d  d i a g r a m  o f  a  t w o - d i m e n s i o n a l  g e l  w i t h  

s e v e r a l  o f  t h e  m o r e  o b v i o u s  p r o t e i n s  l a b e l e d .  

E l e c t r o p h o r e t i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  i n d i v i d u a l s  were 

s e e n  i n  a r e a s  i d e n t i f i e d  by A n d e r s o n  a n d  A n d e r s o n  

( 1 9 7 7 )  a s  t h e  h a p t o g l o b i n  2  a l p h a - c h a i n ,  a n d  t h e  

h a p t o g l o b i n  I F  a n d  I S  a l p h a - c h a i n s ,  a s  well  a s  

p r e a l b u m i n .  One o t h e r  u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n  s p o t  w a s  

s e e n  t o  v a r y .  The  c o m b i n a t i o n  of p r o t e i n  s p o t s  w h i c h  

a p p e a r  o n  a n y  o n e  g e l  a r e  s h a d e d  i n  t h e  d i a g r a m .  F o r  

q u i c k  r e f e r e n c e ,  T a b l e  2 ,  l i s t i n g  a l l  i n d i v i d u a l s  a n d  

t h e i r  s t a t u s ,  i s  a l s o  p r e s e n t e d .  



Table 2 

List of examples illustrated indicating presence (+) or 

absence ( -1 of spots referred to in text. 

(T = trisomy, M = male, F = female, NB = newborn) 
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. The r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  y i e l d e d  6 d i f f e r e n t  

t y p e s  of h a p t o g l o b i n  a l p h a - 2  c h a i n s .  A l l  f o u r  s p o t s  

were p r e s e h t  i n  g e l s  f r o m  o n e  t r i s o m i c  m a l e ,  o n e  

t r i s o m i c  f e m a l e ,  t h r e e  d i p l o i d  f e m a l e s  a n d  t h r e e  n o r m a l  

m a l e s .  S p o t  number  o n e  a l o n e  was m i s s i n g  i n  o n e  

trisomic f e m a l e .  SpoC number two a l o n e  was m i s s i n g  i n  

o n e  t r i s o m i c  m a l e .  S p o t  number t h r e e  a l o n e  was m i s s i n g  

i n  o n e  d i p l o i d  f e m a l e .  S p o t s  number and  two  were 

\ m i s s i n g  i n  o n e  d i p l o i d  m a l e ,  w h i l e  s number o n e ,  two 

- -and t h r e e  w e r e  m i s s i n g  i n  o n e  t r i s o m i c  and  o n e  n o r m a l  

f e m a l e .  T h i s  d a t a  c a n  b e  s e e n  i n  T a b l e  2. 

Fiv-e t y p e s  o f  h a p t o g l o b i n  a l p h a - I S  and  a l p h a - I F  

c h a i n s  o c c u r r e d .  S p o t  number t w o . a l o n e  was p r e s e n t  i n  

o n e  t r i s o m - i c  m a l e  a n d  two  d i p l o i d  f e m a l - e s .  ' S p o t  number 

t h r e e  a l o n e  was  p r e s e n t  i n  o n e  t r i s o m i c  f e m a l e  a n d  o n e  

n o r m a l  m a l e .  S p o t s  o n e  a n d  t h r e e  o c c u r r e d  i n  o n e  

t r i s o m i c  and  o n e  d i p l o i d  f e m a l e  and  i n  o n e  d i p L o i d  

- m a l e .  S p o t s  two  a n d  t h r e e  o c ~ u r r e d  i n  o n e  t r i s o m i c  
\ 

f e m a l e .  6 n e  t r i s o r n i c  m a l e ,  t h o  d i p l o i d  f e m a l e s  and two  

d i p l o i d  m a l e s  h a d  no h a p t o g l o b i n  a l p h a - 1 5  o r  a l p h a - 1 F  

c h a i n s .  



P r e a l b u m i n  w a s  a l w a y s  p r e s e n t ,  e i t h e r  a s  t w o  

d i s t i n c t  s p o t s  o r  a s  o n e  o r  t h e  o t h e r  o f  t h e  t w o  s p o t s .  

None o f  t h e s e  h a p t o g l o b i n  o r  p r e a l b u m i n  t y p e s ,  n o r  a n y  

c o m b i n a t i o n  o f  t y p e s ,  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t r i s o m y - 2 1 .  

T h r e e  o f  t h e  f i v e  n o r m a l  n e w b o r n  b a b y  s e r u m s  r u n  

a r e  p r e s e n t e d  i n  F i g u r e s  1 5  t h r o u g h  1 7 ,  a s  wel l  a s  o n e  

n e w b o r n  t r i s o m y - E  s e r u m  s a m p l e  ( F i g .  1 8 ) .  A l l  

n e w b o r n s  s h o w e d  t h e  s a m e  s i n g l e  s p o t  i n  t h e  a r e a  

i d e n t i f i e d  by A n d e r s o n  a n d  A n d e r s o n  a s  t h e  h a p t o g l o b i n  

a l p h a - 2  c h a i n  a n d  t h e  s a m e  s i n g l e  s p o t  f o r  p r e a l b u m i n .  

No d e t e c t a b l e  a m o u n t  o f  h a p t o g l o b i n  a l p h a - I F  o r  - 1 s  w a s  

p r e s e n t .  Chung  a n d  S h i m  ( 1 9 7 6 )  f o u n d  h a p t o g l o b i n  

p r e s e n t  i n  o n l y  8 o f  9 3  n e w b o r n  s e r u m  s a m p l e s .  I t  may 

b e  t h a t  t h e  g e n e s  f o r  t h e  a l p h a  a n d  b e t a  h a p t o g l o b i n  

c h a i n s  a r e  n o t  a c t i v a t e d  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  n e w b o r n  

i n f a n t s .  

T h e  p o l y m o r p h i s m  known t o  e x i s t  i n  t h e  a l p h a  

c h a i n s  o f  human h a p t o g l o b i n  w a s  s e e n  c l e a r l y  i n  t h e s e  

s a m p l e s .  H a p t o g l o b i n  i s  a  s e r u m  p r o t e i n  w h o s e  f u n c t i o n  

a p p e a r s  t o  be  o n e  o f  b i n d i n g  f r e e  h a e m o g l o b i n  i n  p l a s m a  

a n d  t h u s  p r e v e n t i n g  i t  f r o m  b e i n g  e x c r e t e d  o u t  t h r o u g h  

t h e  k i d n e y  t u b u l e s ,  a l o s s  w h i c h  w o u l d  a l s o  mean a l o s s  

o f  i r o n .  E a c h  h a p t o g l o b i n  m o l e c u l e  c o n t a i n s  t w o  s o r t s  



o f  n o n - i d e n t i c a l  p o l y p e p t i d e  c h a i n s  w h i c h  c a n  b e  

r e p r e s e n t e d  t w o  o r  m o r e  t imes  i n  a  m o l e c u l e ,  a c c o r d i n g  

t o  m o l e c u l a r  s i z e .  T h e  t w o  c h a i n s  a r e  c a l l e d  t h e  

a l p h a -  a n d  b e t a -  c h a i n s .  T h e  b e t a - c h a i n s  a r e  e v i d e n t l y  

i d e n t i c a l  i n  a l l  h a p t o g l o b i n  p h e n o t y p e s  ( C l e v e  e t  a l . ,  

1 9 6 7 ) .  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s  o f  

b e t a - c h a i n s  i n  t h e  g e l s  r u n  i n  t h i s  s t u d y  r e v e a l e d  n o  

a p p a r e n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  s p o t  p a t t e r n s  b e t w e e n  

b e t a - h a p t o g l o b i n s ,  a l t h o u g h  t h e r e  w a s  o c c a s i o n a l l y  a  

m a r k e d  d i f f e r e n c e  i n  i n t e n s i t y .  

T h e  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  s i x  common h a p t o g l o b i n  

t y p e s  a re  d u e  t o  s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a l p h a  

c h a i n s :  a n  Hp 2  a l l e l e ,  a n d  f a s t  a n d  s l o w  m i g r a t i n g  

a l l e l e s  o f  Hp 1 .  ( C o n n e l l ,  D i x o n  a n d  S m i t h i e s ,  1 9 6 2 ) .  

A c o m p a r i s o n  o f  a l p h a  s p o t s  r e v e a l e d  a n  a r r a y  o f  

d i f f e r e n t  p a t t e r n s ,  w h i c h  a r e  p r e s e n t e d  i n  t a b l e  f o r m .  

A p a r t i c u l a r  i n d i v i d u a l  may h a v e  a n y  c o m b i n a t i o n  o f  t w o  

a l p h a - c h a i n s .  T h e s e  a c c o u n t  f o r  t h e  s i x  common 

h a p t o g l o b i n  p h e n o t y p e s  a s  f o l l o w s :  Hp I F - I F ,  Hp I F - I S ,  

Hp I S - I S ,  Hp I F - 2 ,  Hp 1.5-2 a n d  Hp 2-2 ( S m i t h i e s ,  

C o n n e l l  a n d  D i x o n ,  1 9 6 2 ) .  



T h e  h a p t o g l o b i n  a l p h a - 1  c h a i n s  a r e  e i g h t y - t h r e e  

r e s i d u e s  l o n g ,  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  9 , 1 0 0 ,  w h i l e  

t h e  a l p h a - 2  c h a i n  i s  1 4 2  r e s i d u e s  l o n g ,  w i t h  a  

m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  1 6 , 0 0 0 .  D e n a t u r a t i o n  w i t h  

b e t a - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  c o n c e n t r a t e d  u r e a  b r e a k s  t h e  

d i s u l p h i d e  b o n d s  h o l d i n g  t h e s e  a l p h a -  a n d  b e t a - c h a i n s  

t o g e t h e r  i n  t h e  m o l e c u l e  ( S m i t h i e s ,  C o n n e l l  a n d  D i x o n ,  

1 9 6 6 ) ,  y i e l d i n g  t h e  p a t t e r n s  o f  m u l t i p l e  c o m p o n e n t s  

s e e n  h e r e .  

T h e  f o u r t h  s p o t  i n  w h a t  A n d e r s o n  a n d  A n d e r s o n  h a v e  

i d e n t i f i e d  a s  t h e  h a p t o g l o b i n  a l p h a - 2  s e r i e s  a p p e a r s  i n  

e v e r y  a d u l t .  A l l  o f  t h e  o t h e r  h a p t o g l o b i n  a l p h a - ?  

s p o t s  c a n  b e  s e e n  t o  v a r y .  T h i s  f o u r t h  s p o t  a l s o  

a p p e a r s  i n  a l l  o f  t h e  n e w b o r n s  p r e s e n t e d ,  w h i l e  n o  

o t h e r  e v i d e n c e  o f  e i t h e r  t h e  h a p t o g l o b i n  a l p h a  o r  b e t a  

c h a i n s  o c c u r s  i n  t h e s e  g e l s .  T h e s e  f a c t s ,  a l o n g  w i t h  

t h e  o b s e r v a t i o n s  o f  C h u n g  a n d  S h i m  t h a t  h a p t o g l o b i n  w a s  

s e l d o m  p r e s e n t  i n  n e w b o r n s ,  l e a d  me t o  b e l i e v e  t h a t  

t h i s  p a r t i c u l a r  s p o t  may i n  f a c t  r e p r e s e n t  s o m e  o t h e r ,  

a s  y e t  u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n .  I t  seems v e r y  l i k e l y  t h a t  

t h i s  s p o t  d o e s  n o t  r e p r e s e n t  a n y  o f  t h e  h a p t o g l o b i n  

a l p h a - 2  p o l y p e p t i d e  c h a i n s .  W h e t h e r  t h i s  i s  t h e  c a s e  

a w a i t s  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n .  



T h e r e  a r e  t h r e e  s p o t  p a t t e r n s  f o r  t h e  p r e a l b u m i n  

f r a c t i o n  s e e n  i n  t h e s e  s e r u m  s a m p l e s ,  w i t h  n o  a p p a r e n t  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t r i s o m i c  a n d  d i p l o i d  p o p u l a t i o n s  

( s ee  T a b l e  1 ) .  T h e s e  r e s u l t s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

f a c t  t h a t  t h e r e  a r e  a  n u m b e r  o f  s e r u m  a l b u m i n  v a r i a n t s  

r e p o r t e d  i n  t h e  l i t e r a t u r e  ( W e i t k a m p  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  

W e i t k a m p  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  

An u n i d e n t i f i e d  p r o t e i n  w a s  o c c a s i o n a l l y  s e e n ,  

r u n n i n g  f a r  t o  t h e  r i g h t  i n  t h e  SDS d i m e n s i o n  a t  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  s a m e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a s  h a p t o g l o b i n  

1 a n d  p r e a l S u m i n  ( s e e  i n d i v i d u a l  p a t t e r n s ) .  T h i s  s p o t  

a l s o  s h o w e d  n o  r e l a t i o n  t o  t h e  d i p l o i d  o r  t r i s o m i c  

s t a t u s  o f  t h e  i n d i v i d u a l .  

T h e  f a c t  t h a t  t h e  a b s o l u t e  p o s i t i o n  o f  a n y  

p a r t i c u l a r  s p o t  v a r i e s  f r o m  g e l  t o  g e l  h a s  s o  f a r  made  

i t  i m p o s s i b l e  t o  a u t o m a t e  t h e  p a t t e r n  a n a l y s i s .  An 

a d v a n c e  o f  t h i s  t y p e  w o u l d  f a c i l i t a t e  a n a l y s i s  o f  t h e  

r e s u l t s  r e p o r t e d  i n  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  



111. P o l y m o r p h i s m .  

Our  u n d e r s t a n d i n g  o f  human m o l e c u l a r  b i o l o g y  h a s  

b e e n  e n h a n c e d  b o t h  d i r e c t l y  a n d  i n d i r e c t l y  b y  s t u d i e s  

of p o l y m o r p h i c  c o m p o n e n t s  of b l o o d  c e l l s  a n d  s e r u m .  I n  

h e r  r e c e n t  r e v i e w  of t h i s  t o p i c ,  G i b l e t t  ( 1 9 7 7 )  l i m i t e d  

t h e  r a n g e  of t h e  term " g e n e t i c  p o l y m o r p h i s m "  t o  

i n s t a n c e s  w h e r e  a c h r o m o s o m e  l o c u s  h a s  b e e n  shown t o  

h a v e  two or  more a l l e l e s  w i t h  f r e q u e n c i e s  i n  l a r g e  

p o p u l a t i o n s  o f  more t h a n  o n e  p e r c e n t .  B l o o d  s p e c i m e n s  

may b e  g i v e n  p h e n o t y p e  d e s i g n a t i o n s  b a s e d  on  

d i f f e r e n c e s  i n  m o l e c u l a r  c h a r g e  a n d  s i z e  a s  r e v e a l e d  by 

e l e c t r o p h o r e t i c  t e c h n i q u e s .  Many p o l y m o r p h i s m s  h a v e  

b e e n  s t u d i e d  from t h e  a n g l e  of  p r o t e i n  v a r i a t i o n  

a m o n g s t  p o p u l a t i o n s  (Horai ,  1 9 7 6 ;  Nee1 e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  

N u r s e ,  B o t h a  a n d  J e n k i n s ,  1 9 7 7 ) ,  a s  well a s  f r o m  t h e  

a n g l e  of enzyme v a r i a t i o n  i n  t i s s u e  d i s t r i b u t i o n ,  

s u b u n i t  s t r u c t u r e ,  i n h e r i t a n c e ,  g e o g r a p h i c  d i s t r i b u t i o n  

a n d  g e n e  f r e q u e n c i e s  ( H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n ,  1 9 7 6 ) .  

T h e r e  a re  a t  l e a s t  t w e n t y - t h r e e  e l e c t r o p h o r e t i c  

v a r i a n t s ,  a n d  t h e r e f o r e  p o s s i b l y  a t  l e a s t  t w e n t y - t h r e e  

a l l e l e s  of  human s e r u m  a l b u m i n  ( W e i t k a m p  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  

O v e r  1 5 0  h a e m o g l o b i n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  ( C h i l d s  a n d  

K a l o u s t i a n ,  1 9 6 8 1 ,  most of w h i c h  were d i s c o v e r e d  

e l e c t r o p h o r e t i c a l l y .  B u e t t n e r - J a n u s c h  ( 1 9 7 0 )  h a s  



c o n s i d e r e d  a n o t h e r  t w o  o f  t h e s e  s e r u m  p r o t e i n  

p o l y m o r p h i s m s ,  t h e  t r a n s f e r r i n s  a n d  t h e  h a p t o g l o b i n s ,  

f r o m  t h e  s t a n d p o i n t  o f  e v o l u t i o n a r y  s i g n i f i c a n c e ,  w h i l e  

H a r r i s  a n d  H o p k i n s o n  ( 1 9 7 2 1 ,  a n d  H a r r i s  ( 1 9 7 5 )  h a v e  

u s e d  human enzyme v a r i a t i o n  t o  c a l c u l a t e  t h e  o v e r a l l  

d e g r e e  o f  a l l e l i c  v a r i a t i o n ,  c o n c l u d i n g  t h a t  a t  l e a s t  

30% o f  g e n e t i c  l o c i  h a v e  t w o  o r  t h r e e  a l l e l e s  w i t h  

f a i r l y  common f r e q u e n c i e s .  

H a r r i s  ( 1 9 6 6 )  c o n d u c t e d  t h e  f i r s t  s y s t e m a t i c  

s e a r c h  f o r  enzyme p o l y m o r p h i s m s  i n  t h e  n o r m a l  

p o p u l a t i o n .  U s i n g  s t a r c h  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  t o  l o o k  

f o r  d i f f e r e n c e s  i n  m o l e c u l a r  c h a r g e  a n d  m o l e c u l a r  s i z e  

o f  t e n  a r b i t r a r ? . l y  c h o s e n  e n z y m e s  i n  human b l o o d ,  h e  

f o u n d  t h r e e  s t r i k i n g  e x a m p l e s  o f  g e n e t i c a l l y  d e t e r m i n e d  

p o l y m o r p h i s m .  T h e  f o l l o w i n g  y e a r  L e w o n t i n  ( 1 9 6 7 )  

c o n c l u d e d  f r o m  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  human b l o o d  g r o u p  

f a c t o r s  t h a t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  l o c i  f o r  w h i c h  t h e  

E n g l i s h  p o p u l a t i o n  w a s  p o l y m o r p h i c  was  a b o u t  o n e  t h i r d .  

He o b s e r v e d  t h e  r e m a r k a b l e  s i m i l a r i t y  b e t w e e n  h i s  

e s t i m a t e ,  H a r r i s ' s  v a l u e s  f o r  e n z y m e s  o f  human b l o o d  

a n d  est imates of p o l y m o r p h i s m  a n d  h e t e r o z y g o s i t y  i n  

D r o s o p h i l a .  And i n  f a c t ,  o v e r  t h e  l a s t  t h i r t y  y e a r s  

p o l y m o r p h i s m  h a s  b e e n  d o c u m e n t e d  i n  a  number  o f  a n i m a l s  

f r o m  p i g s  t o  c a t t l e  t o  mice t o  f o w l  t o  c a n i d s  ( C l a r k ,  

Ryan a n d  C z u p p o n ,  1 9 7 5 ) .  



I n  p r i n c i p l e ,  a  h u g e  number  of a l l e l e s  c o u l d  b e  

g e n e r a t e d  from a s i n g l e  g e n e  b y  s e p a r a t e  m u t a t i o n a l  

e v e n t s .  Some o f  t h e s e  c h a n g e s  w o u l d  r e s u l t  i n  a c o d o n  

w h i c h  c o d e d  f o r  t h e  s a m e  a m i n o  a c i d  a s  t h e  o r i g i n a l ,  

a n d  some wou ld  be  n o n - v i a b l e ,  b u t  i n  70-75% o f  c a s e s  a  

s i n g l e  b a s e  c h a n g e  w o u l d  r e s u l t  i n  a  s i n g l e  a m i n o  a c i d  

c h a n g e  i n  t h e  p o l y p e p t i d e  ( H a r r i s ,  1 9 7 1 ) .  O n l y  a  

f r a c t i o n  of t h e s e  c h a n g e s  w o u l d  b e  d e t e c t e d  b y  

e l e c t r o p h o r e s i s .  I t  i s  n o t  known b y  j u s t  how much 

e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r e s t i m a t e s  t h e  a m o u n t  o f  v a r i a t i o n  

i n  a n y  p r o t e i n  s y s t e m ,  s i n c e  n o  a b s o l u t e  d a t a  i s  

a v a i l a b l e  for  how much v a r i a t i o n  t h e r e  c o u l d  b e  i n  t h e  

s t r u c t u r a l  l o c i  fo r  a n y  human p o p u l a t i o n  o r  e v e n  f o r  a n  

i n d i v i d u a l  p e r s o n .  A s  s e e n  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e r e  a r e  

c l e a r c u t  p e r s o n - t o - p e r s o n  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  

e l e c t r o p h o r e t i c  p r o t e i n  a n d  i s o z y m e  p a t t e r n s  w h i c h  

o c c u r .  

T h a t  t h e s e  p o l y m o r p h i s m s  e x i s t  among i n d i v i d u a l s  

i n  t h e  t r i s o m y - 2 1  p o p u l a t i o n  a s  well a s  among 

i n d i v i d u a l s  i n  t h e  n o r m a l  p o p u l a t i o n  w a s  a  

n o t - u n e x p e c t e d  r e s u l t  of  t h i s  i n v e s t i g a t i o n .  T h e  

r e s u l t s  of H s i a  e t  a l .  ( 1 9 6 9 )  c o n c u r  w i t h  t h e s e  

f i n d i n g s ,  i n  t h a t  t h e y  a l s o  f o u n d  n o  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

g e n e  f r e q u e n c y  b e t w e e n  Down's  s y n d r o m e  a n d  c o n t r o l s  o f  



t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  d i s t r i b u t i o n  o f  e i g h t  g e n e t i c  

p o l y m o r p h i s m s ,  i n c l u d i n g  h a p t o g l o b i n  p h e n o t y p e s .  

P o l y m o r p h i s m  o f  s u p e r o x i d e  d i s m u t a s e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  

i n  F i n l a n d  a n d  i n  n o r t h e r n  Sweden (Beckman ,  1 9 7 3 ;  

Beckman and  P a k a r i n e n ,  1 9 7 3 ) .  

P o s s i b l y  t h e  c e l l  c u l t u r e s  now u s e d  r o u t i n e l y  f o r  

k a r y o t y p i n g  a n  a m n i o t i c  f l u i d  s a m p l e  f r o m  a  woman a t  

r i s k  f o r  b e a r i n g  a  t r i s o m i c  c h i l d  wou ld  b e  a  m o r e  

f r u i t f u l  s o u r c e  o f  p r o t e i n  t h a n  t h e  s e r u m  o r  t h e  

a m n i o t i c  f l u i d  ( H a r r i s ,  1 9 7 8 ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  

A l t h o u g h  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  d i d  n o t  l e a d  t o  a  

d i a g n o s t i c a l l y  u s e f u l  s c r e e n  for  Down's s y n d r o m e ,  i t  

may l e a d  t o  u s e  o f  t h e  O I F a r r e l l  t e c h n i q u e  f o r  

i d e n t i f y i n g  o t h e r  m e t a b o l i c  d e f e c t s .  T h e  p o s s i b i l i t y  

of f i n d i n g  c l u e s  a s  t o  t h e  n a t u r e  o f  t h e  f e t u s  i n  b l o o d  

o r  u r i n e  s a m p l e s  f r o m  p r e g n a n t  m o t h e r s  r e m a i n s .  T h e  

f a c t  t h a t  t h e  h a p t o g l o b i n  a n d  a l b u m i n  p o l y m o r p h i s m s  

d o c u m e n t e d  i n  n o r m a l  a d u l t s  f r o m  v a r i o u s  p a r t s  o f  t h e  

w o r l d  a l s o  ex i s t  i n  a  s e l e c t  p o p u l a t . i o n  o f  t r i s o m y - 2 1  

i n d i v i d u a l s  is v e r y  c l e a r l y  r e v e a l l e d  u s i n g  t h e  

O t F a r r e l l  t e c h n i q u e .  I t  is a l s o  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  

t h a t  d i p l o i d  a n d  t r i s o m i c  s e r u m  s a m p l e s  c o n t a i n  a  l a r g e  

number  o f  v e r y  s i m i l a r  p r o t e i n  c o m p o n e n t s .  T h i s  was  

t h e  f i r s t  s t u d y  t o  a p p l y  t h e  O I F a r r e l l  t e c h n i q u e  t o  a n  



i n v e s t i g a t i o n  o f  human p o p u l a t i o n s .  T h e r e  i s  s t i l l  a  

s t r o n g  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h i s  method c o u l d  p r o v e  

d i a g n o s t i c a l l y  u s e f u l ,  e s p e c i a l l y  i f  m e t h o d s  o f  

q u a n t i f y i n g  p r o t e i n s  c a n  b e  e s t a b l i s h e d .  



A p p e n d i x  

I .  C h e m i c a l s .  

T h e  f o l l o w i n g  c h e m i c a l s  a n d  s o l u t i o n s  were 

o b t a i n e d  a n d  p r e p a r e d  a s  i n d i c a t e d .  M a t e r i a l s  were 

o b t a i n e d  f r o m  t h e  s u p p l i e r s  named d u r i n g  t h e  e n t i r e  

c o u r s e  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  O n l y  t h e  b a t c h  o f  A m p h o l i n e s  

i n d i c a t e d  was  u s e d .  

Acetic a c i d ,  g l a c i a l ,  A l l i e d  C h e m i c a l  C a n a d a ,  L t d .  

A c r y l a m i d e ,  S i g m a  C h e m i c a l  Co. 

A g a r o s e  T y p e  I: Low EEO, S i g m a  C h e m i c a l  Company. 

Ammonium p e r s u l f a t e ,  M c A r t h u r  C h e m i c a l  Co. L t d .  

A m p h o l i n e s ,  s u p p l i e d  a s  40% w/v by LKB a m i n k e m i .  

C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R ,  S i g m a  C h e m i c a l  Co. 

G l y c e r o l ,  F i s h e r  S c i e n t i f i c  Company 

M e t h a n o l ,  S.F.U. c h e m i s t r y  s t o r e s .  

G l y c i n e  99.5% ammonia f r e e ,  M a t h e s o n  Coleman 

& B e l l  M a n u f a c t u r i n g  C h e m i s t s .  

L a u r y l  s u l f a t e  ( S D S ) ,  S i g m a  C h e m i c a l  Company. 

N,NV-methylene-bis-acrylamide, S i g m a  C h e m i c a l  Co. 

N o n i d e t  P-40, l e n t  b y  P .  C a n d i d o ,  U n i v e r s i t y  o f  

B r i t i s h  C o l u m b i a ,  B i o c h e m i s t r y  D e p a r t m e n t .  



14. Sodium hydroxide pe l l e t s ,Reagen t  A.C.S., Al l ied  

Chemical Canada, Ltd. 

15. T E M E D  (N,N,Nr,Nr-tetramethylethylenediamine), 

Eastman chemical purposes.  Stored a t  4 C .  

16. Trizma Base, Reagent g rade ,  Sigma Chemical Co. 

17, Urea, Mal l inckrodt  a n a l y t i c a l  reagent .  

11. Stocks and S o l u t i o n s .  

Bis-acrylamide s tock  s o l u t i o n .  Made up i n  100rnl 

p o r t i o n s ,  f i l t e r e d ,  s t o r e d  a t  4 C .  

acrylamide 28.38gm 

bis-acrylamide 1.62gm 

t o  100ml water 

10% Nonide 

s t o r e d  

t P-40. Made up i n  l O m l  p o r t i o n s ,  

a t  4 C .  

Nonidet P-40 Iml 

water 9ml  

10% ammonium p e r s u l f a t e .  

s h o r t l y  before  us ing.  

ammonium p e r s u l f a t e  

water 

Made up i n  l m l  p o r t i o n s ,  

Room temperature.  

100mg 

1ml 



To make 15ml o f  g e l  m i x t u r e ,  s u f f i c i e n t  t o  p o u r  

1 2  g e l s ,  t h e  f o l l o w i n g  a m o u n t s  were u s e d :  

U r e a  8.25gm 

A c r y l a m i d e  s t o c k  s o l u t i o n  2.0ml 

1 0 %  NP-40 3.0ml 

pH 5-7 Amphol ines  .6ml 

pH 3-10 Amphol ines  .15ml 

d o u b l e  d i s t i l l e d  w a t e r  2.93m1 

A l l  i n g r e d i e n t s  were a d d e d  t o  a  125ml vacuum f l a s k  

and  t h e n  s w i r l e d  g e n t l y  u n t i l  t h e  u r e a  was d i s s o l v e d  i n  

a  37 C w a t e r  b a t h .  The f l a s k  was v a c u a t e d  f o r  a b o u t  

o n e  m i n u t e ,  t o  remove  d i s s o l v e d  g a s e s .  The c a t a l y z i n g  

a g e n t s  were t h e n  a d d e d :  

10% ammonium p e r s u l f a t e  .0 15ml 

TEMED .008ml 

Upper R e s e r v o i r  B u f f e r  

sod ium h y d r o x i d e  l.6gm 

d i s t i l l e d  w a t e r  2 . 0 l i t e r  

The a b o v e  i n g r e d i e n t s  were a d d e d  t o  a  4 l i t e r  

vacuum f l a s k ,  a  m a g n e t i c  s t i r r e r  was a d d e d  and t h e  

s o l u t i o n  was d e g a s s e d ,  w i t h  s t i r r i n g ,  f o r  o n e  h o u r .  



Lower Reservoir Buffer 

1 M phosphoric acid 

distilled water 

SDS Sample Buffer 

101 sodium dodecyl sulfate 23ml 

beta-mercaptoethanol 5ml 

glycerol 1 Om1 

0.0625 M Tris-HCL pH 6.8 62ml 

Stored at 4 C. 

Lysis buffer 

Urea 

beta-mercaptoethanol 

pH 5-7 Ampholines 

pH 3-10 Ampholines 

distilled water 

Overlay buffer 

For 10m1, frozen in Iml aliquots. 

Urea 5.4gm 

pH 5-7 Ampholines .08ml 

pH 3-10 Ampholines .02ml 

distilled water 9.9ml 



S e c o n d  D i m e n s i o n  g e l  S o l u t i o n s  

L i g h t  s o l u t i o n  

Lower g e l  b u f f e r  

B i s - a c r y l a m i d e  

d i s t i l l e d  w a t e r  

ammonium p e r s u l f a t e  

TEMED 

Heavy s o l u t i o n  

Lower g e l  b u f f e r  

B i s - a c r y l a m i d e  

75% g l y c e r o l  

ammonium p e r s u l f a t e  

TEMED 

Lower g e l  b u f f e r  

Made up t o  200m1,  s t o r e d  a t  4 C .  

Tr i zma  B a s e  3 6 . 3 ~  

d i s t i l l e d  water t o  1001111 

Adjus t  pH to  8 . 8  w i t h  c o n c e n t r a t e d  H C 1  

Add 10% SDS 8 m l  

d i s t i l l e d  w a t e r  to  200ml  



5% Spacer  g e l  

0.5 M Tris-C1 pH 6.8 

Bis-acrylamide 

10% SDS 

d i s t i l l e d  water 

ammonium p e r s u l f a t e  

TEMED 

Agarose g e l  

Agarose 1 .Ogm 

SDS Sample b u f f e r  100ml 

Heated t o  d i s s o l v e  a g a r o s e ,  d iv ided  i n t o  5ml 

a l i q u o t s ,  s t o r e d  a t  4 C .  

Second dimension r e s e r v o i r  b u f f e r  

g l y c i n e  

Trizma base  

d i s t i l l e d  water 

288grn 

60gm 

t o  2000ml 

Concen t ra te  s t o r e d  a t  4 C .  For a r u n ,  u 

Concen t ra te  200ml 

10% SDS 1 O m 1  

d i s t i l l e d  water  t o  lOOOml 



S t a i n i n g  S o l u t i o n  

C o o m a s s i e  b r i l l i a n t  b l u e  R 

d e s t a i n  s o l u t i o n  

D e s t a i n i n g  S o l u t i o n  

Methano l  

A c e t i c  a c i d  

d i s t i l l e d  w a t e r  
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