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Jan KOWALEWSKI

Rozdzial bialek surowicy krwi przy pomocy rywanolu w rozpoznawaniu
niektorych dysproteinemii

Pazne.ﬂeﬂue OeaxoB ChbIBOPOTKM KPOBM ¢ HOMOIILIO PpIliBaHOJIa IIpu pac-
MO3HABAaHUM HEKOTOPLIX BHA0B ANCIPOTEUHCMUU

Partition of Proteins of Blood Serum by Means of Rivanol in Diagnosing
some Dysproteinaemias

Rywanol (6,9-dwuamino-2-etoksyakrydyna) zastosowany zostat do rozdziatu bia-
lek surowicy krwi i do wyodrebnienia niektérych frakeji biatkowych. Hofejsi
i Smetana (3, 4 przy jego pomocy wyizolowali z surowicy vy-globuliny,
Boetcher i wsp. (1) transferyne, a Steinbuch i Quentin (10) cerulo-
plazmine. Wplyw rywanolu na bialka surowicy badali Krawczynski (6, 7)
oraz Seifer i Lipkin (9).

Dodanie do osocza lub surowicy krwi roztworu rywanolu powoduje strag-
cenie czeSci bialek. Ilo§é stratu biatkowego i jego sklad sg zaleine od stezenia
i ilo$ci roztworu rywanolu. Straceniu ulega cze§é bialek o wiekszej ruchli-
wosci elektroforetycznej, natomiast biatka o mniejszej ruchliwo$ci w polu elek-
trycznym pozostaja w przesaczu.

Dodajagc do surowicy krwi 0,3%/6 wodny roztwér rywanolu w stosunku 1:5
uzyskuje sie wytrgcenie wszystkich albumin, a; globulin i @, globulin oraz cze$é
B-globulin, W roztworze pozostajg wszystkie vy-globuliny i cze§¢ f(-globulin.
Krawczyhski nazwal frakcjg IR cze$é bialek stracalng, a frakejg IIR czesc
bialek niestrgcalng w tych warunkach rywanolem oraz opracowal metode
ilo§ciowego oznaczania frakcji IIR. Wykazal on rdéwniez, ze wielko§¢ frakeji
IIR zalezna jest od ogélnej ilo§ci bialek surowicy i ich skiladu.

W Swietle tych danych mozna bylo przypuszczaé, Ze zmiany zachodzace
w skladzie bialek surowicy krwi w przebiegu réinych choréb znajdg swe odbicie
w zmianach ilo§ci frakeji IIR, a oznaczenie tej frakcji moze byé przydatne
do wykrywania pewnych dysproteinemii.

Celem potwierdzenia tych przypuszczenn oraz dokonania oceny przydatnosci
oznaczania frakcji IIR dla celéw klinicznych wykonano rozdzial bialek surowicy
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krwi w réinych schorzeniach przebiegajacych z dysproteinemia przy pomocy
rywanolu oraz dla poréwnania wg metody wysalania siarczanem amonu na
frakcje albuminows i globulinowg i wg metody elektroforezy bibulowej.

MATERIAY. 1 METODYKA BADAN

Zbadano surowice krwi 10 ludzi zdrowych, ktérzy stanowili grupé kon-
trolng oraz 125 chorych, leczonych w II Klinice Choréb Wewnetrznych Aka-
demii Medycznej w Lublinie. Krew pobierano na czczo, w miare mozliwo§ei
przed rozpoczeciem leczenia. Do badan uzywano surowicy uzyskanej przez
odstanie sie, §wiezej lub przechowywanej nie diuzej niz 24 godziny w tempera-
turze +4°C. W kazdym przypadku oznaczano ogélng ilo§é bialek surowicy
wg metody biuretowej w modyfikacji Kingsleya (5), frakcje IIR wg
metody podanej przez Krawczynskiego (7), rozdzial bialek surowicy na
albuminy i globuliny wg metody wysalania siarczanem amonu w polowicznym
nasyceniu oraz rozdzial elektroforetyczny bialek wg metody elektroforezy bibau-
lowej. Rozdzialéw elektroforetycznych dokonywano w komorze wilgotnej z elek-
trodami weglowymi na bibule Whatmana N 1 w temperaturze +18°C. Uzywano
moderatora weronalowego o pH 8,6 i sile jonowej 0,10. Stosowano prad o napieciu
160 V i gestosci 0,29 mA na 1 cm szerokosci paska bibuty. Czas rozdziatu
wynosit 18 godzin. Proteinogramy po wysuszeniu wybarwiano roztworem czerni
aminowej 10 B, poszczegbdlne frakcje eluowano i warto§ci ich oznaczano na foto-
metrze Pulfricha.

Badanych chorych podzielono na 10 grup w zaleznoSci od rodzaju choroby.
Otrzymane wyniki poréwnywano z wynikami u zdrowych. Wyniki oznaczed
ogbélnej iloSci bialka surowicy krwi i frakeji IIR poddano analizie matema-
tycznej dla stwierdzenia istotnych odchylen od warto§ci prawidiowych *).

BADANIA WLASNE

W grupie kontrolnej (tab. 1) frakcja IIR wynosila 1,57—2,02 g%,
érednio 1,77 g%, co stanowilo 21,7—26,6%0, Srednio 23,1%/s ogdlne]j ilosci
bialek surowicy.

Uzyskane wyniki sg zgodne z obserwacjami Krawczynskiego
(6), uzyskanymi u 146 zdrowych ludzi. Wartosci frakeji elektroforetycz-
nych oraz uzyskanych wg metody wysalania siarczanem amonu nie
réznity sie istotnie od wartosci, uzyskiwanych wg tych samych metod
przez innych autoréw.

Grupa I obejmowata 20 przypadkéw choréb nerek, w tym 6 chorych
z zespolem nerczycowym, 6 chorych z odmiedniczkowym zapaleniem nerek

*) W tym celu obliczono przedzialy ufnosci dla pojedynczego oznaczenia w poszczeg6bl-
nych grupach badanych wg wzoru:
— tyn—1 e T tyn—1
Xos  nsgooasXys o ST
gdzie x: — oznacza uzyskang warto$¢ pojedynczego oznaczenia,
n — ilo§¢ oznaczenh, x — $rednig arytmetyczna z n oznaczen,
s — odchylenie standartowe z oznaczen opartych na n spostrzezeniach, uzyskane ze
wzoru: s = ys?, gdzie s? = x? — x* (wariancja),
t — zmienna Studenta dla ryzyka btedu 0,05.
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ciowej i 2,32 g% dla marskos$ci sercowej. Wzrost frakcji IIR u cho-
rych z marskoscig zanikowsg watroby nie byl statystycznie znamienny.

U chorych z przewleklym zapaleniem drég zoélciowych frakcja IIR
ulegla podwyzszeniu $rednio do 2,25 g%, a wiec w stopniu mniejszym
anizeli w marskosci zokciowej watroby.

Grupe III stanowilo 5 przypadkéw szpiczaka v-globulinowego i 1 przy-
padek szpiczaka f[-globulinowego (tab. 4). Frakcja IIR u chorych ze
szpiczakiem v-globulinowym byla wybitnie podwyzszona i wynosita od
4,30 g% do 5,97 g%o, natomiast w przypadku szpiczaka f-globulinowego
byla obnizona i wynosita tylko 0,97 g% U tego ostatniego chorego
w elektroforegramie stwierdzono znaczng hipo-v-globulinemie. Ilosé
globulin, uzyskanych wysalaniem siarczanem amonu wynosita 69%0 ogél-
nej ilosci bialek surowicy.

Okazalo sie, ze biatko patologiczne M w szpiczaku typu y-globulino-
wego nie ulega wytrgceniu rywanolem, natomiast w szpiczaku f-globu-

Tabela 3
Ogélna .
ilogé . Fr. globulinowa Rozdzial elektroforetyczny
L biatek | Frakcja II R | Met. wysalania
-P suro- | (NH,).S0, albu- globuliny w ¢
wicy . -—| miny
wg%}wg%lw%!wg%l w % w9 *q ] Gy ‘ B ’ T

Marskosé zolciowa watroby

1 1 648 3,50 54,0 ’ 3,30 50,9 30,6 3,8 3,9 17,7 44,0

2 6,82 3,30 48,4 ' 3,92 57,4 41.8 3,0 53 | 14.8 35,1
3 © 571 | 266 | 464 | 291 | 509 | 370 | 45 | 86 | 173 | 326
Marsko$¢ zanikowa watroby
4 6,48 1,57 27,0 2,48 38,1 53,2 4,5 7,1 10,4 24,8
5 5,40 1,87 32,8 2,80 51,8 38,9 6,5 11,3 10,5 32,8
6 6,15 2,05 33,3 3,00 48,9 49,7 3,2 5,2 10,8 31,1
ki 6.23 1,80 28,7 2,58 41,0 50,7 5,4 9,1 9,8 25,0
8 6,31 1,65 26,1 3,21 50,8 42,7 5,5 11,1 13,0 27,7

Marsko$¢ sercowa watroby

9 6,48 2,42 37,1 3,38 52,1 50,8 3,4 6,8 11,2 27,8
10 6,10 2,27 37,2 2,80 46,0 52,2 3,0 6,2 12,0 26,6
11 6,15 2,42 39,3 2,75 447 40,0 4,3 6,7 12,8 36,2
12 6,57 2,35 35,8 2,47 37,5 50,2 3,4 7,8 10,8 27,8
13 5,90 2,15 36,4 2,60 44,0 49,8 4,4 8.0 11,6 26,3

Przewlekle zapalenie drog zolciowych

14 1,24 2,20 30,4 2,84 39,2 57,6 3,1 6,1 15,1 18,2
15 7,62 2,35 29,2 2,92 38,3 48,7 3,9 13,7 16,0 17,7
16 8,37 2,15 25,7 1,87 22,3 56,2 3,8 9,6 12,0 18,4
17 7,24 2,42 30,9 3,20 ‘| 49,7 51,4 4,4 8,8 12,9 12,5

18 7,81 2,42 30,9 2,06 26,2 47,0 4,0 14,0 15,2 19,8
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nem amonu wynosila 27% ogolnej ilosci bialek. Frakcja IIR byta wy-
bitnie obnizona i wynosila 0,43 g%, co stanowilo 6,8%/s ogélnej ilosci
bialek surowicy.

OMOWIENIE I WNIOSKI

Wielkos¢ frakeji IIR ulegala zmianom w szeregu stanéw chorobo-
wych, przebiegajacych z dysproteinemis. Kierunek tych zmian odpo-
wiadal kierunkowi przesunie¢ v-globulin surowicy. W wypadku wzrostu
v-globulin wzrastala réwniez frakcja IIR, w wypadku obnizenia v-glo-
bulin frakcja IIR malala (ryc. 1). Nie stwierdzalo sie podobnej zalei-
nosci miedzy iloscig v-globulin, uzyskanych wg metody rozdzialu elek-
troforetycznego a frakejg globulinows, uzyskang wg metody wysalania
siarczanem amonu (ryc. 2).

frakcja lR

w% ogélnej iloscl biatek
6 04

404

301

201

104

¥ Globuliny
w % ogdlnej itosci biatek

N n

10. 20 30 40 $O

Ryc. 1. Zalezno§¢ miedzy frakejag IIR a v-globulinami surowicy krwi
Correlation between globulin fraction and y-globulins of blood serum

(o)

Analiza matematyczna uzyskanych oznaczen frakcji IIR w poszeze-
golnych grupach chorobowych (tab. 5) pozwolila stwierdzi¢, ze odchy-
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lenia ilosciowe frakcji IIR w niektérych schorzeniach sg statystycznie
istotne i przedstawiajg warto$¢ diagnostyczng.

W poréwnaniu z rozdzialem elektroforetycznym biatek surowicy
ilosciowe zmiany frakecji IIR ujawnialy tylko cze$¢ przesunieé bialko-
wych, rejestrowanych w elektroforegramie wg metody elektroforezy
bibulowej. Uzyskany bowiem ta metodg rozdzial bialek surowicy na
5 frakeji, daje lepszy wglad w zmiany skladu bialek surowicy anizeli
rywanolowy rozdzial na dwie frakcje.

Frakcja globulinowa

801 w % ogaolnej ilosci biatek
701 . . . .
°
601 . . .
: Vil s e
SO‘ ’ . ..o..'..
¢ oo VIR .
.:.: .$':'
loo 1 ' ’ E....'::.....l .
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» _:.: :
301 Tt
201 o . *
10+
¥ clobuliny , ‘
w % ogolne} ilosel bialek
— " L n A A

10 20 30 40 so
Ryc. 2. Zaleznos¢ miedzy frakcjg globulinows wedlug metody wysalania siarczanem
amonu a vy-globulinami surowicy krwi wedlug metody elektroforetycznej

Correlation between globulin fraction carried out by desalting with ammoniurm
sulphate and electrophoretic y-globulins of blood serum

Wydaje sie, ze rozdzial rywanolowy bialek surowicy jest dogod-
niejszy dla celow diagnostyki klinicznej, anizeli stosowany jeszcze
rozdzial na albuminy i globuliny wg metody wysalania siarczanem
amonu, gdyz frakcja IIR jest bardziej jednorodna i sktada sie z prawie
wszystkich v-globulin i matej czesci. p-globulin (6). Dlatego frakcja IIR
dokladnie odzwierciedla zmiany ilosci y-globulin.
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Wg Mdrkii Wuhrmanna (8) istotnymi w diagnostyce dyspro-
teinemii sg zmiany ilosci a; globulin i y-globulin, natomiast przesuniecia
pozostaltych frakeji sa wtérne i zwykle nie majg znaczenia rozpoznaw-
czego. Zmiany ilosei a; globulin w surowicy krwi nie powodujg zmian
ilosci frakeji IIR. Dlatego oznaczanie frakeji IIR nie ujawnia dyspro-
teilnemii w chorobach przebiegajgcych ze zmianami ilosci oy globulin,
jak np. w chorobie reumatycznej i ostrych zapaleniach. Natomiast
w chorobach, przebiegajacych z hipo- lub hiper-y-globulinemia frakcja
IIR ulega obnizeniu lub odpowiednio zwiekszeniu. Oznaczenie jej latwe
w wykonaniu, szybkie i nie wymagajgce specjalnej aparatury zastepuje
w tych przypadkach rozdzial elektroforetyczny bialek surowicy.

I tak wzrost frakcji IIR z réwmoczesnym obnizeniem ogélnej ilosci
bialek surowicy krwi jest charakterystyczny dla marskosci watroby.
Hipoproteinemia oraz obnizenie bezwzglednych wartosci frakeji IIR

Tabela 5
5’ Sred- : o s
N 5 nia | Frakcja IIRwg%| Frakcja IIRw}%
Nr o og6blna
Nazwa choroby o 2 "Slose
[grupy «cn; % | ol | sred- | przedziat |éred-| przedzial
=8 |we%| nia ufnosci nia ufnosci
1
Zdrowi | 10 7,65 1,77 | 1,49—2,05 | 23,3 | 19,6 — 27,0
Zespdl nerczycowy 6 ”5,‘2‘;.5 1,14 | 0,91 — 1,73 : 21,7 | 17,7 — 25,6
Odmiedniczkowe zapa- |
I lenie nerek 6 7,16 | 2,16 | 1,10—3,22 ' 30,2 | 24,4 — 35,9
Kiebuszkowe zapalenie i
nerek | 8 | 698 | 1,99 | 1,40 —258 . 28.6 | 21,9 — 352
E Marsko$é zdlciowa way-
troby 3 6,36 | 3,15 | 2,63 — 3,66 | 49,6 | 45,0 — 54,1
Marsko$¢ zanikowa wa-
I troby ! 5 6,12 1,79 | 1,48 — 2,07 | 29,6 | 24,4 — 35,9
Marsko$¢ sercowa wa-
troby 5 6,24 | 2,32 | 2,14—2,49 | 37,2 { 35,1 — 39,2
Przewl. zapal. drég z6i-
ciowych 5 7,66 | 2,21 | 1,92 — 2,49 | 28,6 | 25,0 — 32,1

5 | 9,98 | 533 | 421 — 6,45 | 53,8 | 46,9 — 60,7

111 Szpiczak vy-globulinowy
IV | Choroba reumatyczna | 12 | 7,36 | 2,02 | 1,52 —275 | 27,4 | 21,4 — 36,7

v Przewlekla niewydol-;
nosé serca | 17 | 702 | 1,86 | 1,62—2,19 | 26,5 | 22,0 — 31,1
VI | Miazdzyca tetnic 10 | 7,18 1,96 | 1,67 —2,24 | 27,4 | 24,6 — 30,1
VII Ziarnica zlosliwa 7 6,97 | 1,91 | 1,44—237 | 27,3 | 20,6 — 33,9
VIII | Rak réznych narzadéw| 10 6,85 | 2,17 | 1,52 — 2,81 | 31,6 | 25,6 — 37,5
IX Ostre zapalenie pluc 8 7,69 | 1,95 | 1,73 — 2,61 | 253 | 22,9 — 27,6
Rozszerzenie oskrzeli 8 7,76 | 2,04 | 1,63 — 2,33 | 26,3 | 20,0 — 28,56

X Wrzodziejace zapalenie
) jelita grubego 3 624 | 1,88 | 1,41 —2,35 | 30,1 | 23,1 — 37,0
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wyznacza typ zmian biatkowych, charakterystyczny dla zespolu nerczy-
cowego. Zwiekszenie ogolnej ilosci bialek surowicy i wzrost frakcji
iIR cechuje szpiczaka y-globulinowego. Jakkolwiek badania obejmowaty
tylko 2 przypadki hipo-y-globulinemii, w $wietle stwierdzonej w calym
materiale zgodnosci przesunie¢ iloSciowych globulin i frakeji IIR mozna
przyja¢, ze obmizenie frakcji IIR jest jednoznaczne z hipo-y-globuli-
nemig.

Oznaczanie frakeji IIR moze mie¢ réwniez znaczenie rokownicze.
Stopniowy wzrost frakcji IIR u chorych z przewlekla niewydolnoscig
serca moze S$wiadczy¢é o postepujacym, prowadzacym do marskosdei
uszkodzeniu watroby. To samo odnosi sie do chorych z przewleklym
zapaleniem drog zolciowych — narastanie frakcji IIR wskazywaé moze
na rozwijajgcg sie marskos¢ zolciowg watroby.

Uzyskane wyniki badan pozwalaja na przedstawienie nastepujgcych
wnioskow: )

1. Frakcja IIR odzwierciedla zmiany ilosci v-globulin w surowicy
krwi. Ulega ona obnizeniu, gdy iloé¢ vy-globulin w surowicy jest
zmniejszona, a ‘wzrasta w przypadkach podwyzszenia ilosci v-globulin.

2. Jakkolwiek elektroforetyczny rozdziat bialek surowicy daje lepszy
wglad w zmiany skladu bialek, rozpoznanie niektérych dysproteinemii
mozna oprze¢ na oznaczaniu frakeji IIR i ogélnej iloéci biatek surowicy
bez uciekania sie do elektroforezy. Sa to: 1) zesp6l nerczycowy,
2) marskos¢ watroby, 3) szpiczak v-globulinowy i 4) hipo-y-globulinemia.

3. Oznaczanie frakcji IIR moze mie¢ znaczenie rokownicze.
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PE3IOME

IIpubaBsienne x chiBopoTkKe KpoBu 0,3%/p BOJHOTO pacTBOpa PMBAHOJA
Ipy cooTHouleHMy 1:5 BBI3BIBAET BbHINAJAEHME M3 PAcTBOPa B OCAAOK BCEX
anbOyMUHOB 0 -TTIOGYJIMHOB M Oy-rJI0BYJIMHOB, a TaKxKe dacTu f-rao-
6ynmnuor (cbpakums IR). B pacTtBOope ocrarorcs y-rJI00yJaIMHBI M YaCTh
B-raobynmuos (ppakums IIR).

B nmensax oueHxu NpMMEHMMOCTHM AJA KJIMHMYECKOH IMATHOCTUKM KO-
JMYeCTBEHHOro olpefesenna ¢dpakuumu IIR npoBeneHo pa3zmenenue Ges-
KOE CbIBOPOTKM KPOBM C IIOMOIUBIO pMBaHOJa ¥ 125 GOJHBIX, HAXOAALLIMX-
cAa Ha usjaedeHuy Bo 11-oi1 KIMHMKe BHYTpeHHMX OojiesHeit MemuimMHCKOM
akagemmy B r. Jliobamue. Hida cpaBHeHMsI BO BCeX CJy4adaX IIPOBEIEHO
pasnenenue OeJKOB CBIBOPDOTKM KPOBM II0 METOAY BBICAJIMBAHMUA CYJib-
daTom amMMmoHMa u OymazkHoro siekpodpopesa.

Y 3moposhIx Jogeli dpakima IR cocrassisana 1,57—2,02 r 9/, B cpen-
wem 1,77 r%, Te. 21,7—26,69/, (8 cpemgem 23,1%0) or oblgero KoJm-
yecTBa B6eJKOB ChIBOPOTKM. Besrumua dpakumm IIR mozsepraercs usme-
HeHuAaM B cjaydae 3abojeBaHMA HEKOTOPbIMM aucnporeuhemmuamyu. Ha-
IpaBJIeHMEe STMX M3MEHEHMI COOTBETCTBYeT HAINpaBJICHMIO CIBUIOB Y-
TJ06YJIMHOB CBHIBOPOTKM. B cjy4ae pocTa cofep:KaHusd v-TJIOOYJIMHOB,
pacrer Takxke ¢pakuua IIR, B ciaydae >Xe yMeHBIIEHMsS COAEPXKaHUA
v-raobysmuoB dpakuma IIR nmagaer.

HecMoTpsas Ha TO, 4TO 3JeKTpodopeTndeckoe pasfesieHue 6eJIKOB ChI-
BOPOTKM KPOBM, C IIOMOLIMIO KOTOPOro mnoJydaerca 5 dpakKuMii, Haer
Jyuiee npeicTaBieHne o6 M3MeHeHMAX cocTaBa OelKOB, ompefeJseHue
dpakuun II R u obiiero KoamyecTBa 6€JKOB CBHIBOPOTKM BIIOJIHE INIpUMeE-
HUMO [JIA PAacIlO3HaBaHMA OMCIPOTEMHEMMM B XoJe Takmx 3aboseBanmit
KaK IMpPO3 IleYeHuu, He(PPO3HBIA CUHAOPM, V-TJI00YyJIMHOBAA MMSJIOMA
u rtuno-y-raobynemmsa. Onpenenenue dpakuumn IIR 6Gosee npurox-
HO NPHM paclo3HABaHMM 3TUX IJMCIIPOTEMHEMMIA, YeM pas3zelieHMe Ha ajb-
6yMuHEBL 1 106y IMHBI METOAOM BBICAJMBAHMA CYJIbGPATOM AMMOHMA.

Puc. 1. 3aBucuMocts Mexay ¢pakuueil IIR u y-r1o0yAuHaMu CHIBOPOTKH KpPOBH.

Puc. 2. 3aBucuMocTh Mexay Tao6ynuHOBOi (pakuueii H  y-r106yaanaMe  ChlBO-
POTKH KpPOBH.
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SUMMARY

Addition of 0.3%6 aqueous solution of rivanol in the ratio 1:5 to blood
serum precipitates from the solution all albumins, o;-globulins and
as-globulins, and part of B-globulins (fraction IR). y-globulins and part
of B-globulins (fraction IIR) remain in the solution.

To assess the diagnostic value of quantitative determination of
fraction IIR, partition of blood serum proteins was carried out in 125
patients hospitalized in the 2-nd Internal Clinic, Medical Academy,
Lublin. In each case, control partition of serum proteins was carried
out by desalting with ammonium sulphate and by electrophoresis on
filter paper.

In healthy individuals, fraction IIR oscillated within the range of
1.57 and 2.02 g%, averaging 1.77 g%, which was from 21.7 to 26.6%,
averaging 23.1%p, of the total amount of serum proteins, The valuss
of fraction IIR undergo changes in some dysproteinaemias. The direction
of these changes is in agreement with the direction of shifts of
v-globulins in serum. When the amount of y-globulinus increases, fraction
IIR increases too; in the reverse case fraction IIR is decreased.

Although the electrophoretic partition of serum proteins, by which
5 fractions are obtained, assures a better inspection into the changes
of the ocomposition of serum proteins, determination of fraction IIR
and of the total amount of serum proteins is sufficient to diagnose
dysproteinaemia in such diseases as cirrhosis of the liver, nephrotic
syndrome, vy-globulin myeloma and hypo-y-globulinaemias. Deter-
mination of fraction IIR is more useful for diagnosing these cases of
dysproteinaemia than partition of albumins and globulins by desalting
with ammonium sulphate.
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