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A vérplasma fehérjefractióinak meghatá-
rozása a Zeiss-féle stufenphotometerrel. 

I r t a : Korányi András dr. és B. Hatz Ella dr. 

Míg a vérplasma chemiai összetételeinek változásai 
a különböző physiologiás és pathologiás körülményeik kö-
zött a mindinkább szaporodó mikromethodusok folytán 
hamar ismertekké váltak, addig a fehérjék quantitativ 
viszonyai az utóbbi évtizedig kevéssé tisztázódtak. Ennek 
okát kétségtelenül nem a tfehérjereactick minőségi viszo-
nyainak érdektelenségében, hanem a meglévő vizsgálati 
eljárások megbízhatatlanságában és nehézkességélben kell 
keresnünk. 

• Hammarsten gravimetriás, Autenrieth kolorimetriás 
eljárása a fenti okok miatt nem vezethetett széleskörű 
vizsgálatok megindítására. Jelentős lépés volt pontossága 
folytán Howe nitrogen-meghatározásokon alapuló Kjeldahl-
rendszerű methodusa. Bár ez az eljárás a már említett 
megbízhatósága miatt általánosan elismertté lett, hossza-
dalmassága folytán mégsem könnyítette meg kellőleg a 
vérplasma fehérjefractióinak sorozatos experimentális és 
klinikai meghatározásait. Annak ellenére, hogy Kober, 
Bloor, majd Kleimann sorozatos vizsgálatai bebizonyítot-
ták a nephelometriás eljárások könnyedségét és széles-
körű használhatóságát, a vérplasma kicsapott fehérje-
zavarosodásainak nephelometer segítségével történő 
meghatározására csak jóval később fordult a kutatók fi-
gyelme. Két francia szerző, Benard és Láborde végzett 
ugyan ezen elgondolások alapján kísérleteket, de az eljá-
rás ismertetése nem jelent meg. Az első közölt eljárás 
Rusznyáktól származik, ki először albumin-gloibulin quo-
tiens, később fibrinogen és a globulinok meghatározására 
dolgozott ki módszert. Meghatározásait a PlescH-féle chro-
maphometerből saját tervei szerint átalakított nephelo-
meterrel végezte,, s a fehérjék kicsapására sorozatos kí-
sérletei eredményeként különböző telítettségű ammónium-
sulfat-oldatokat talált a legalkalmasabbnak. Rusznyák ki-
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sérletei kétségtelenül egy igen fontos és gyorsan végezhető 
vizsgálati eljárással bővítették a chemiai elemzést, t. i. 
a fent említett sóoldatok segítségével a vizsgálandó plas-
ma kicsapott fehérjezavarosodásokból (nem fehérje olda-
tokból) határozta meg a plasma fehérjefractiót. Rusznyák 
nephelometerrel nyert eredményeit gravimetriás eljárással 
hasonlította össze és a két eljárás eredményeit megegyező-
neik találta. 

Róna, és Kleinnumn a Rusznyák-féle módszer meg-
bízhatóságát kétségbe vonták, azzal az indokolással, hogy 
a neutrális sók okozta fehérje csapadékok pehelyképző-
désre hajlamosak s így már rövid idő múlva nem az ere-
deti értékeikkel megegyező fokok olvashatók le a nephlo-
meteren. Rusznyák egy később megjelent dolgozatában 
kísérletileg igazolja módszerének helyességét, amennyi-
ben adatokat közöl arra nézve, hogy a fehérjezavarosodási 
fokck egy óra múlva sem mutatnak mérhető változást. 
Vizsgálataink során mi is végeztünk erre irányuló kísér-
leteket, s azt találtuk, hogy a zavarosodási fokok 30 per-
cen belül nem adnak számottevő különbséget. Hogy Rusz-
nyák mószere mind diagnostikai, mind kísérletes kutatá-
sok céljaira mennyire alkalmas, azt legjobban elterjedése 
bizonyítja. Oudendal, ki a gümőkór prognosisát serum-
vizsgálatokra alapítja, a Rusznyák-féle módszert az al-
bumin-globulin hányados meghatározásában éppenséggel 
ellenőrző methodusként alkalmazta.. Legújabban figye-
lemreméltó, alapos tanulmányában Rademaker számolt 
be nephelometriás serum vizsgálatairól, melyben Rusznyák 
eredményeinek és módszerének helyességét ú j ra igazolta. 

Kísérleteinkben hármas cél vezetett: 1. A Rusznyák-
féle nephelometriás eljárással nyert fehérjetfractiók érté-

* keinek a Howe-féle nitrogen-meghatározásokon alapuló 
módszer eredményeivel történő összevetése. 

2. A Zeiss féle stufenphotometert, mint nephelome-
tert e cél szolgálatába állítani. 

3. Sorozatos experimentális és klinikai fehérjefrac-
tiókat meghatározó vizsgálataink céljaira gyors és meg-
bízható el járást kidolgozni. 

Ugy jár tunk el„ hogy a vizsgálandó vért isotoniás 
3.8%-os natriumcitrat. oldatba (2 ccm 3.8%-os natr. citr. 
oldat + 8 ccm vér) vettük le, erősen lecentrifugáltuk és 
az így nyert citratplasmában minden esetben külön külön 
nephelometriás és í/owe-rendszerü fehérjefractiós megha-
tározást végeztünk. 
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A nephelcmeteren leolvasott zavarcsodás-fokokat 
Howe Kjeldahl-renászerü meghatározása út ján nyert ada-
tok alapján számítottuk át fehérjeértékekre. Ez értékek 
megállapítása legegyszerűbben grafikus uton történhet. 
Ha a különféle plasmákból nyert zavarosodás-fokokat a 
coordinata-rendszer abscissájára visszük, a 'Howe-mód-
szerrel ugyanazon plasmából kapott fehérje-értékeket pe-
dig az ordinatára rajzoljuk fel, egy lineáris* pont sorozat-
hoz jutunk. E calibraciós egyenes felhasználásával tetszés-
szerinti nephelometer-fokhoz tartozó fehérje-érték az or-
dinatán azonnal leolvasható. 

Szükséges oldatok: 1. Ammoniumsulfattal féltelített 
n /10 HC1 oldat (500 ccm telített ammon. sulf. oldat + 
500 ccm n / 5 HC1 oldat). 

2. Féltelített ammoniumsulfat oldat (500 ccm telített 
ammon. sulf. + 500 ccm dest. víz). 

3. Ammoniumsulfat oldat, mely úgy készül, hogy a 
telített ammon. sulf. 270 ccm-éhez 730 ccm dest. vizet 
adunk. 

A nephelometriás vizsgálat menete a következő volt: 
1 ccm plasmát 10 ccm-es mérőhengerbe pipettáztunk, utá-
na phisiologiás natriumchlorid oldattal a 10-es jelig fel-
töltöttük, s jól összekevertük. Míg Rusznyák módszere az 
össz. fehérje és globulin meghatározásakor 0.1 ccm plas-
mával dogozott, addig mi célszerűnek láttuk a meghatá-
rozandó plasmát a fentiek szerint hígítani, hogy így az 
egyrészt kis mennyiségek pipettázása út ján elkerülhetetlen 
hibákat lehetőség szerint kiküszöböljük, másrészt, hogy 
finomabb eloszlású fehérje-csapadékhoz jussunk. 

Három Erlenmeyer-lorcibikat megszámoztunk, az első 
lombikba tettünk a fenti 1:10 hígított plasmából 1 ccm-t, 
s ebhez óvatos és állandó elegyítés közben egy 50 ccm-es 
pipettából lassan hozzáfolyattunk az 1. számú ammon. sul-
fatból. 

A második lombikba ugyancsak 1 ccm hígított plas-
mát tettünk s a fenti körülmények között pipettából 
25 ccm (-t adtunk hozzá a 3. számú ammon. sulfat oldat-
ból) féltelített ammoniumsuífatot (2. számú oldat) folyat-
tunk hozzá. 

A harmadik lombikba 0.4 ccm higítatlan plasmát vit-
tünk és ugyancsak hasonló körülmények között 25 ccm-t 
adtunk hozzá a 3. számú ammoniumsulfat oldatból. 

Az első számú Erlenmeyer-lombikban ily eljárás 
mellett tehát kicsapódik az összfehérje, a második lom-
bikban a globulin és fibrinogen,, a harmadikban pedig 
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egyedül csapódik ki a fibrinogen. Az egyes lombikok zava-
ros tar talmát kb. y2 perccel az elegyítés után beöntöttük 
a cuvettába és belehelyeztük a photometerbe. A megha-
tározásokat minden esetben S. 61 jelzésű fényszűrővel és 
2-es „Vergleichslicht" mellett végeztük. A leolvasásokat 
%—1 perc múlva kezdtük meg. Mint már említettük, ezzel 
párhuzamosan végeztük ugyanazon citralplasmában a 
fehérjefractiók meghatározását a Howe-féle módszer 
szabályainak pontos megtartásával. 

Hint a grafikonból is látható, összesen 28 esetben a 
kétféle eljárással nyert értékek legnagyobb eltérése 10%-
ot tesz ki. 

Természetesen mivel a meghatározásokat citratplas-
mában végeztük (2 ccm natr. citr. + 8 ccm vér), a nativ 
plasma fehérje-tartalmát végeredményben úgy kapjuk 
meg, hogy a fenti értékekhez még azoknak 25%-át hoz-
záadjuk. 

Az alábbiakban az eljárás és számítás menetét, egy 
esetben, részletesen ismertetjük. Levettünk 8 ccm vért 
2 ccm isotoniás eitraloldatba (hígítás 4:1). Ezt azonnal 
centrifugáltuk és a plasma 1 ccm-ét physiologiás NaCl ol-
dattal tízszeresére hígítottuk. Ebből 1 ccm-t 100-as Er-
lenmeyer-lomfoikba vittünk és ehhez hozzáadtunk 50 ccm 
ammon. sulf-ra féltelített n /10 HCl-t (1. sz. oldat). Ezzel 
az oldattal megtöltöttük a 2.5 mm átmérőjű cuvettát, majd 
y% percnyi várakozás után megkezdtük a leolvasást a 
nephelometeren. A tíz leolvasás középértéke 26.6, ennek 
megfelelően a relatív zavarosodás (R) az eszközhöz tar-
tozó táblázatból kiszámítva vagy a következő képlet alap-
ján: 

100 
R = .100 

A 
ahol A = a nephelometeren leolvasott érték, egyenlő 
375. Ezen fehérje-zavarosodási-fokhoz tartozó fehérje-ér-
ték a fenti grafikonon leolvasva 4.9%. Tekintettel arra, 
hogy citrálplasmával dolgoztunk, a kapott 4,9%-hoz en-
nek 25%-át még hozzá kell adni,, hogy a nativ plasma 
összfehérje tartalmát, 6.1%-ot, megkapjuk. 

A globulin-meghatározáshoz ugyancsak a- higítctt 
plasma lccm-ét egy 100-as Erlenmeyer-lombikba pipettáz-
tuk, s hozzáfolyattunk 25 ccm féltelített ammonium-sul-
fa t oldatot (2. sz. oldat). A leolvasásokat az előbbihez ha-
sonló módon végeztük .és azok középértékeként 57-et talál-
tunk, — ennek megfelelően a táblázatból leolvasott zava-



rosodási fok 175, a hozzátartozó fehérje-érték 1.12%. Mivel 
a féltelített ammonium-sulfat oldattal a globulinnal együtt 
a fibrinogen is kikapcsolódik, a globulin kiszámítását csak 
a fibrinogen meghatározása után végezhetjük el oly mó-
don, hogy a kapott fibrinogen értéket a fenti globulin + 
fibrinogent jelentő értékből kivonjuk. 

A fibrinogen-meghatározáshoz a higítatlan plasma 
0.4 ccm-ét dolgoztuk fel, hozzáadva 25 ccm-t a fent meg-
adott higítású ammonium-sulfatból (3. sz. oldat). A le-
olvasásokat az előbbihez hasonló módon elvégezve, 91-et 
kaptunk mint középértéket. A zavarosodás foka tehát 110. 
A fibrinogen a grafikonból leolvasva 0.17%. Ezt kivonva 

- a fent megkapott globulin + fibrinogen értékből (1.12-ből) 
megkapjuk a vizsgált plasma globulin-tartalmát, 0.94 %-ot. 
Természetesen mind a globulinhoz, mind a fitorinogenhez 
szintén ihozzá kell adni a kapott értékek 25%-át, hogy a 
nativ plasma fehérje-értékeiihez jussunk. 

Ezek szerint tehát a vizsgált plasma fehérje-össze-
tétele a következő: 

fibrinogen 0.22% 
globulin 1.18 „ 
albumin 4.72 „ 

összfehérje 6.12 „ 

Az alburffint úgy kaptuk még, hogy az összefehérje-
tartalomból a globulin + fibrinogen -értékeket kivontuk. 

A három fehérje-fractio meghatározása ezen nephelo-
metriás eljárással kis gyakorlattal 10—15 perc alatt elvé-
gezhető, szemben a 4—5 órát igénybe vevő Howe-féle 
eljárással. Mind klinikai, mind sorozatos kísérleti vizsgá-
latok elvégzésére a fent ismertetett hibahatárok figye-
lembe vételével eljárásunkat igen alkalmasnak találjuk. 
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