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A Ferencz Jozsef Tud.-Egyetem belgyogyaszati klinika janak
kozleménye. (igazgatéo: Rusznyik Istvan, ny. r. tanar.)

A vérplasma fehérjefractivinak meghata-
rozasa a Zeiss-féle stufenphotometerrel.
Irta: Kordnyi Andrds dr. és B. Hatz Ella dr.

Mig a vérplasma chemiaj Osszetételeinex valtozasai
a kiilonb6z8 physiologids és pathologjds koriilmények ko-
z6tt a mindinkabb szaporodé mikromethodusck folytan
hamar ismertekké valtak, addig a fehérjék quantitativ
viszonyai az utdébbi évtizedig kevéssé tisztizédtak. Ennek
okat kétségteleniil nem a fehérjereactick mindségi viszo-
nyainak érdektelenségében, hanem a meglév8 vizsgalati
eljarasok megbizhatatlansagiban és nehézkességében kell
keresniink.

* Hammarsten gravimetrias, Aulenrieth kolorimetrias
eljarasa a fenti okok miatt nem vezethetett széleskorii
vizsgaélatok meginditasara. JelentSs lépés volt pontossaga
folytan Howe nitrogen-meghatarozasokon alapulé Kjeldahl-
rendszer{i- methodusa. Bar ez az eljaras a mar emlitett
megbizhatésiga miatt altalanosan elismertté lett, hossza-
dalmassiga folytan mégsem koOnnyitette meg kellGleg a
vérplasma fehérjefractidinak sorozatos experimentalis és
klinikai meghatarozasait. Annak ellenére, hogy Kober,
Bloor, majd Kleimann sorozatos vizsgalatai bebizonyitot-
tak a nephelometrids eljarasok konnyedségét és széles-
koérdi hasznalhatésagat, a vérplasma kicsapott fehérje-
zavarosodasainak nephelometer segitségével torténd
meghatirozasara csak joval kés6bb fordult a kutaték fis
gyelme. Két francia szerzé, Benard é&s Laborde végzett
ugyan ezen elgondolasok alapjan kisérleteket, de az elja-
ras ismertetése nem jelent meg. Az els§ ko6zolt eljaras -
Rusznydktol szarmazik, ki el8szor albumin-globulin quo-
tiens, késSbb fibrinogen és a globulinok meghatirozisara
dolgozott ki médszert. Meghatarozasait a Plescli-féle chro-
mecphometerb8l sajat tervei szerint 4atalakitott nephelo-
meterrel végezte, s a fehérjék kicsapasira sorozatos ki-
sérletei eredményeként kiilonbsz6 telitettségli ammoniums
sulfat-oldatokat talalt a legalkalmasabbnak. Rusznydk ki-



sérletei kétségteleniil egy igen fontos és gyorsan végezhetd
vizsgalati eljarassal bovitették a. chemiai elemzést, t. i.
a fent emlitett sdoldatok segitségével a vizsgalando plas-
ma kicsapott fehérjezavarcsodasokbdl (nem fehérje olda-
tokbo6l) hatarozta meg a plasma fehérjefractiot. Rusznydk
nephelometerrel nyert eredményeit gravimetriis eljarassal
hasonlitotta Ossze és a két eljaras eredményeit megegyezo-
nek talilta. 4

Rona és Kleinmann a Rusznyak-féle médszer meg-
bizhatésigat kétségbe vontak, azzal az indokolassal, hogy
a neutralis sok okozta fehérje csapadékok pehelyképzo-
désre hajlamosak s igy mar rovid id6 mulva nem az ere-
deti értékekkel megefyezd fokok olvashaték le a nephlo-
meteren. Rusznydk egy késébb megjelent dolgozatiban
kisérletileg igazolja moédszerének ‘helyességét, amennyi-
ben adatokat k6zdl arra nézve, hogy a fehérjezavarosodasi’
fokck egy 6ra mulva sem mutatnak mérhet8 valtozast.
Vizsgalataink sorin mi is végeztiink erre iranyulé kisér- -
leteket, s azt taladltuk, hogy a zavarosodasi fokok 30 per-
cen beliill nem adnak szimottevd kiilonbséget. Hogy Rusz-
nydk moszere mind diagnostikai, mind kisérletes kutata-
sok céljaira mennyire alkalmas, azt legjobban elterjedése
bizonyitja. Oudendal, ki a giim6kér prognosisat serum-
vizsgalatokra alapitja, a Rusznydk-féle modszert az al-
bumin-globulin hanyados meghatarozasiban éppenséggel
ellenérz6 methodusként alkalmazta.. Legujabban figye-
lemreméltd, alapos tanulményaban Rademaker szamolt
be nephelometrias serum vizsgilatairdl, melyben Rusznydk
eredményeinek és modszerének helyességét Gjra igazolta.

Kisérleteinkben harmas cél vezetett: 1. A Rusznydk-
féle nephelometrids eljarassal nyert fehérjefractiok érté-
keinek a Howe-féle nitrogen-meghatarozasokon alapuld
moédszer eredményeivel torténd Osszevetése.

2. A Zeiss féle stufenphotometert, mint nephelome-
tert e cél szolgilataba allitani.

3. Sorozatos experimentalis és klinikai fehérjefrac-
tibkat meghatarozé vizsgalataink céljaira gyors és meg-
bizhaté eljarast kidolgozni.

Ugy jartunk el, hogy a vizsgilandé vért isotoniés
3.8%-0s natriumcitrat. oldatba (2 ccm 3.8%-0s natr. citr.
oldat + 8 cem vér) vettiik le, erdsen lecentrifugiltuk és
az igy nyert citratplasmaban minden esetben kiilon kiilon
nephelometrias és Howe-rendszerii fehérjefractiés megha-
tarozast végeztiink,



A nephelometeren leolvasott zavarcsodas-fokoxat
Howe Kjeldahl-rendszerii meghatirozasa Gtjan nyert ada-
tok alapjan szamitottuk At fehérjeértékekre. Ez értékek
megallapitasa legegyszer(ibben grafikus uton tSrténhet.
Ha a kiilgnféle plasmakbol nyert zavarosodas-fokokat a
coordinata-rendszer -abscissijira vissziik, a ‘Howe-méd-
szerrel ugyanazon plasmabdl kapott fehérje-értékeket pe-
dig az ordinatira rajzoljuk fel, egy linearis pont sorozat-
hoz jutunk. E calibraciés egyenes felhasznéilasival tetszés-
szerinti nephelometer-fokhoz tartozé fehérje-érték az or-
dinatdn azonnal leolvashato.

Szitkséges oldatok: 1. Ammoniumsulfattal féltelitett
n/10 HCl oldat (500 ccm telitett ammon. sulf. oldat -+
500 ccm n/5 HCI oldat).

2. Féltelitett ammoniumsulfat oldat (500 cem telitett
ammon. sulf. + 500 ccm dest. viz).

3. Ammoniumsulfat oldat, mely Ggy késziil, hogy a
telitett ammon, sulf. 270 ccm-éhez 730 cem dest. vizet
adunk.

A nephelometrids vizsgélat menete a kovetkezd volt:
1 ccm plasmat 10 cem-es mérdhengerbe pipettaztunk, uta-
na phisiologids natriumchlorid oldattal a 10-es jelig fel-
toltottiik, s j6l 6sszekevertiik. Mig Rusznydk moédszere az
Ossz. fehérje és globulin meghatarozasakor 0.1 ccm plas-
méaval dogozott, addig mi célszerlinek lattuk a meghata-
rozandé plasmit a fentiek szerint higitani, hogy igy az -
egyrészt kis mennyiségek pipettizasa itjan elkeriilhetetlen
hibakat lehet8ség szerint kikiiszoboljiik, mésrészt, hogy
finomabb eloszlasi fehérje-csapadékhoz jussunk.

Harom Erlenmeyer-lombikot megszamoztunk, az elsé
lombikba tettiink a fenti 1:10 higitott plasmabél 1 ccm-t,
s ehhez 6vatos és allando elegyités kdzben egy 50 ccm-es
pipettabdl lassan hozzafolyattunk az 1. szam ammon, sul-
fatbél.

A masodik lombikba ugyanecsak 1 cem higitott plas-
mat tettiink s a fenti koriilmények koz6tt pipettabdl
25 cam (-t adtunk hozzi a 3. szAmti ammon. sulfat oldat-
bol) féltelitett ammoniumsuifatot (2 szamu oldat) folyat- -
tunk hozza.

A harmadik lombikba 0.4 ccm higitatlan plasmat vit-
tiilnk és ugyancsak hasonlé koriilmények kozdtt 25 cem-t
adtunk hozzd a 3. szami ammoniumsulfat oldatbdl.

Az els§ szamu Erlenmeyer-lombikban ily eljaras
mellett tehat kicsapdédik az Osszfehérje, a masodik lom-
bikban a globulin és fibrinogen, a harmadikban pedig



egyediil csapodik ki a fibrinogen. Az egyes lombikok zava-
ros tartalmat kb, 1% perccel az elegyités utan bedntéttiik
a cuvettadba és belehelyeztiik a photometerbe. A megha-
tarozasokat minden esetben S. 61 jelzésli fénysziirGvel és
2-es ,,Vergleichslicht” mellett végeztiik. A leolvasasokat
15—1 perc mulva kezdtiik meg. Mint mar emlitettiik, ezzel
pirhuzamosan végeztiik ugyanazon citralplasmaban a
fehérjefractibk meghatarozasat a Howe-féle médszer
szobilyainak pontos megtartasaval.

1liat a grafikonbdl is lathato, Osszesen 28 esetben a
lcétféle eljarassal nyert értékek legnagyobb eltérése 10%-
ot tesz ki. )

Természetesen mivel a meghatarozisokat citratplas-
maban végeztiik (2 cem natr. citr. 4 8 ccm vér), a nativ
plasma fehérje-tartalmit végeredményben Ggy kapjuk
meg, hogy a fenti értékekhez még azoknak 25%-at hoz-
zdadjuk. - :

Az alabbiakban az eljaras és szamitis menetét, egy
esetben, részletesen ismertetjiikk. Levettimk 8 cem vért
2 ccm isotonias citraloldatba (higitas 4:1). Ezt azonnal
centrifugiltuk és a plasma 1 ccm-ét physiologias NaCl ol-
dattal tizszeresére higitottuk. Ebb6l 1 cem-t 100-as Er-
lenmeyer-lombikba vittiink és ehhez hozzaadtunk 50 ccm
ammon. sulf-ra féltelitett n/10 HCI-t (1. sz. oldat). Ezzel
az oldattal megtoltsttiik a 2.5 mm atmér6ji cuvettat, majd
1, percnyi varakozds utdn megkezdtilk a leolvasast a .
nephelometeren. A tiz leolvasis kozépértéke 26.6, ennek
megfelelGen a relativ zavarosodis (R) az eszkOzhoz tar-
tozd tablazatbol kiszimitva vagy a kovetkezd képlet alap-
jan: .

- 100 .
R = .100
A
ahol A == a nephélometeren leolvasott érték, egyenld

375. Ezen fehérje-zavarosodasi-fokhoz tartozé fehérje-ér-
ték a fenti grafikonon leolvasva 4.9%. Tekintettel arra,
hogy citralplasmival dolgoztunk, a kapott 4,9%-hoz en-
nek 25%-4t még hozzi kell adni, hogy a nativ plasma
Osszfehérje tartalmat, 6.1%-ot, megkapjuk.

A globulin-meghatarozashoz ugyancsak a- higitett
plasma leem-ét egy 100-as Erlenmeyer-lombikba pipettaz-
tuk, s hozzafolyattunk 25 ccm féltelitett ammonium-sul-
fat oldatot (2. sz. oldat). A leolvasisokat az elGbbihez ha-
sonlé médon végeztiik és azok kozépértékeként 57-et talal-
tunk, — ennek megfelelden a tablazatbol leolvasott zava-



b

rosodasi fok 175, a hozzatartozé fehérje-érték 1.12%. Mivel
a féltelitett ammonium-sulfat oldattal a globulinnal egyiitt
a fibrinogen is kikapesolodik, a glebulin kiszamitasat csak
a fibrinogen meghatarozasa utin végezhetjiik el oly mo-
don, hogy a kapott fibrinogen értéket a fenti globulin +
fibrinogent jelentd értékbdl kivonjuk.

A fibrinogen-meghatirozashoz a higitatlan plasma
0.4 ccm-ét dolgoztuk fel, hozzdadva 25 cecm-t a fent meg-
adott higitisti ammonium-sulfathdl (3. sz. oldat). A le-
olvasasokat az el6bbihez hasonlé médon elvégezve, 91-et
kaptunk mint kozépértéket. A zavarosodis foka tehat 110.
A fibrinogen a grafikonbol leolvasva 0.17%. Ezt kivonva
a fent megkapott globulin + fibrinogen értékbdl (1.12-b61)
megkapjuk a vizsgalt plasma globulin-tartalmat, 0.94%-ot.
Természetesen mind a globulinhoz, mind a fibrinogenhez
szintén hozza kell adni a kapott értékek 25%-at, hogy a
nativ plasma fehérje-értékeihez jussunk.

Ezek szerint tehat a vizsgalt plasma fehérje-Sssze-
tétele a kOvetkezl:

.

fibrinogen 0.229%
globulin 118 ,,
albumin 472 ,,
Osszfehérje 6.12 ,,

Az alburffint gy kaptuk meg, hogy az Gsszefehérje-
tartalombd]l a globulin+fibrinogen -értékeket kivontuk.

A harom fehérje-fractio meghatirozasa ezen nephelo-
metriis eljarassal kis gyakorlattal 10—15 perc alatt elvé-
gezhet6, szemben a 4—5 Orat igénybe vevé Howe-féle
eljarassal. Mind klinikai, mind sorozatos kisérleti vizsga-
latok elvégzésére a fent ismertetett hibahatirok figye-
lembe vételével eljarasunkat igen alkalmasnak talaljuk.

Irodalem: Hammersten: Hoppe—Seylers Chem. Analyse
S. 649. Berlin 1909. — Autenrieth: Miinch. Med. Wsechr. 1915.
2. és 1917.8. — Howe: Journ. of biol. Chem; 29:1: 109; — Be-
nard et Labore: C. v. hebdom. des séances de 1 Acad. des
scian. 1923. 176. 2. 598—101. — Bloor; Journ. (Americ.) Chem.
Soc. 36. 1300. Journ. of Biol. Chem. 17. 377. — Kober: Journ.
of Biol. Chem, 1912—13. 13. 485. . Ruseznydk: Biochem.
Ztschr. 1922. 133. 370. — Rusznydk: Biochem. Ztschr. 1923.
141. 479. — Rona u. Kleinmann: Biochem. Ztschr. 1923. 140.
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