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POZIOM FRAKC)I BIALKOWYCH SUROWICY KRWI U NURKOW

A. Dolatkowski, B.Szczeblewski, B.Lokucijewski, W.Kudarenko

Wydziat Naukowo - Badawczy przy Szefostwie Stuzby Zdrowia Marynarki W ojenne;.
STRESZCZENIE

Badano osocze krwi 72 nurkéw w wieku 21 do 23 lat nurkéw metodg elektroforezy bibutowej.
Wartosci frakcji biatkowych w badaniu wyniosty: albuminy 61,7%, al globuliny 26%, o2
globuliny 6%, B globuliny 9,5% vy globuliny 20,2%. Wartosci te miescity sie w normie
fizjologicznej, ale najwiekszy procent odchylen  obserwowano w grupie | — nurkéw
poczatkujacych. Autorzy wigza te obserwacje z mozliwoscig dziatania czynnika emocjonalnego
i chwilowymi zaburzeniami regulacji hormonalnej.
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WSTEP

W pracy naszej chcieliSmy da¢ odpowiedz na pytanie czy dziatanie podwyzszonego
ci$nienia atmosferycznego na ustroj ludzki nie jest szkodliwe i czy nie da sie tego wykazaé
droga badania frakcji biatkowych surowicy krwi. Niedawno jeszcze mato wiedziano
o zmianach zachodzacych w ustroju znajdujacym sie pod dzialtaniem wysokich ci$nien,
a mozliwos¢ niektérych zmian 2z goéry odrzucano. Prace Dolatkowskiego
i wspoétpracownikéw (55) nad uktadem krazenia i oddychania u nurkéw potwierdzity
istnienie zmian, ktére stwierdzono juz wcze$niej. Natomiast wstepne prace nad obrazem
krwi obwodowej , wykonane przez tychze autoréw, wskazaly na istnienie zmian, ktérych
w badaniach poprzednich nie podejrzewano (55 str.247). Zacheceni tymi badaniami
wykonaliSmy prace, ktéora moze sie sta¢ jednym z przyczynkéw do wyjasnienia
mechanizmu zmian zachodzacych w uktadzie biatek surowicy krwi a takze
patomechanizmu wysokich ci$nien.

METODYKA

Zbadalismy grupe zdrowych mezczyzn liczaca 72 osoby, nurkéw-kursantéw lub
nurkujacych okoto jednego dwdch lat, w wieku 21-23 lat, jednakowo Zywionych ( dzienna
warto$¢ kaloryczna pozywienia wynosita5707 kcal), pozostajacych w jednakowych
warunkach bytowych. Nie podajemy tu szczegétowo skladnikéw pozywienia, gdyz
wykazano, Ze rodzaj diety ma jedynie minimalny wptyw na poziom biatka catkowitego
surowicy i na stosunki frakcji badane metoda elektroforezy bibutowej (Szajna , 44
Pedrazzini). Krew pobieraliSmy z zyty tokciowej z mozliwie krétkim zastojem, w pozycji
siedzacej - jak najpredzej po nurkowaniu. PobieraliSmy do suchej strzykawki 3 ml krwi ,
co w zupetnosci wystarczato do naszych badan. W najkrétszym czasie od chwili pobrania
staraliSmy sie przewiez¢ krew z morza do pracowni, gdzie w temperaturze ok. +10°C
pozostawata do dnia nastepnego.

Temperature przechowywani krwi wybraliSmy celowo z tego powodu, ze
przechowywanie krwi w temperaturach nizszych (lodéwki) mialo powodowa¢ wzrost
gamma - globulin, a obnizke globulin alfa i beta (13, Gross), z czym nie wszyscy badacze
zgadzaja sie (23). Surowice zhemolizowane odrzuciliSmy. Surowice do badania $ciggano
pipeta znad skrzepu i wirowano w ciggu 30 minut. Elektroforeze wykonywali$my
w aparacie ztozonym z winidurowej komory wilgotnej i prostownika pradu sieciowego
(szczegbty budowy - piSmiennictwo poz. 19). NaktadaliSmy jednocze$Snie 6 paskéw
o wymiarach 32x3 cm, uzywajac bibuly Whatmana nr 1. Przed natoZeniem surowicy
zwilzaliSmy pasek bibuty buforem, a nadmiar ptynu osuszaliSmy czysta bibuta.
Uzywali$my buforu weronalowego o pH=8,6 i sile jonowej mi=0,1 - do zwilzania paskéw
oraz buforu boranowego o sile jonowej rownej 0, 05 (Kowalczyk), do napetniania komor.
Surowice nakladaliSmy na paski przy pomocy mikropipet w ilosci 0,01 ml, linijnie,
z pozostawieniem wolnych brzegdéw szerokosci okoto 0,05 cm, zeby szybszy ruch na
brzegach paska nie zaktécal przebiegu elektroferezy.

UstaliliSmy punkt natozenia surowicy, ,punkt startowy” w odlegtosci 3cm od
$rodka paska w kierunku katody. Prad wiaczyliSmy w 30 minut po natozeniu paskéw do
komory i zamknieciu jej, a to w celu ré6wnomiernego zwilZenia bibuly i nasycenia
przestrzeni komory parg wodnga. Stosowali$my nateZenie 0,3 mA na cm szeroko$ci paska,
co przy 6 paskach i uwzglednieniu oporu rurki aczacej ,U” wyniosto tacznie okoto maA;
napiecie wynosito 300 V (odczytane na woltomierzu prostownika), napiecie rzeczywiste
mierzone na pasku wynosito 275 V, co wyrazato sie liczbg 10V na cm dlugosci biezacej
paska. Czas trwania elektroferezy wynosit 6 godzin. Wymienione warunki pozwalaty na
uzyskiwanie paskéw o dobrym rozdziale frakcji. Paski suszono w temperaturze 140°C
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okoto 10 minut, barwiono azokarminem B okoto 1 godziny odbarwiano w dwéch
roztworach 10% kwasu octowego. Paski po wysuszeniu w temperaturze pokojowej
rozcinano na odcinki wedtug widocznych frakcji, eluowano w 5 ml (albuminy w 10 ml) 0,1
N NaOH przez 30 minut (wytrzasano na trzesawce elektr.), a po nastepnych 30 minutach
dokonywano odczytu na fotokolorymetrze Pulfricha przy filtrze S 53. Sume ekstynkcji
przyjmowaliSmy za 100 i nastepnie z poszczegdlnych odczytéw obliczaliSmy stosunek
procentowy frakcji biatkowych.

Poziom biatka catkowitego w surowicy oznaczaliSmy metoda ciezaru wtasciwego
wedtug Phillipsa i van Slyke’a. Proba ta nie jest zbyt doktadna, ale dla celu ktéry
postawiliSmy sobie, a wiec uchwycenie réznic rzedu kilku dziesietnych grama na 100 ml
surowicy, jest w zupelnoSci wystarczajaca, przy btedzie metody wynoszacym 10-15%
(57). Procentowy udzial poszczegélnych frakcji mozna przeliczy¢ na bezwzgledna
zawarto$¢ w gram-procentach, ale wowczas trzeba oznaczy¢ poziom biatka catkowitego
w surowicy jedna z metod ilosciowych (Klejdahla, biuretynow3).

WYNIKI

Elektrofereza bibutowa jest metoda prosta, dostepna i dos¢ Scista. Trzeba jednak
zdac¢ sobie sprawe z trudnosci, ktore pietrza sie, gdy zadamy od elektroferezy wynikow,
ktore dalyby wglad w mato dotad poznane stosunki ilosciowe poszczegélnych frakcji
biatkowych surowicy. Stusznie powiada Azerad ( cytat za 46), ,ze elektrofereza bibutowa
jest tysiac razy tansza od elektroferezy swobodnej, to nie znaczy wcale, Ze jest tysiac razy
lepsza”. Elektrofereza bibutowa daje wyniki powtarzalne, ale nie sg one poréwnywalne.
Mogtyby by¢ takie, gdyby wszystkie pracownie uzywaty Scisle tych samych odczynnikéw
i warunkéw badania. Jak trudne jest to zagadnienie niech $wiadczy fakt, Ze konferencja
zwotana w r. 1957 w Belgii (przy okazji miedzynarodowej sesji naukowej) w sprawie
standaryzacji aparatury do elektroferezy bibulowej nie data zadnego wyniku (Wender,
49).

Tab. 1
Wartosci frakcji biatkowych (badania wiasne).
A.Norma.
[lo$¢ przypadkéow 10
Warto$¢ biatka catkowitego 7,5g%
Stosunek Albuminy/globuliny 1,5.
Frakcje biatkowe
Albuminy Globuliny
alfal alfa 2 beta gamma
Srednia arytmet. 62,0 2,3 6,5 9,3 19,8
Maksim. 65,7 2,8 7,8 11,6 24,6
Minim. 58,6 1,8 4,8 7,3 13,6
Sigma 2,7 0,36 0,99 0,37 31
S 0,84 0,11 0,30 0,12 0,96
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kont. Tab. 1
B.Nurkowie
[lo$¢ przypadkow 71
Warto$¢ biatka catkowitego 7,6g%
Stosunek albuminy/globuliny 1,6
Frakcje biatkowe
Albuminy Globuliny
alfal alfa 2 beta gamma
Srednia arytmet. 61,7 2,6 6,0 9,5 20,2
Maksim. 71,2 51 10,6 13,6 27,3
Minim. 49,1 0,9 2,4 52 13,5
Sigma 6,0 1,2 1,9 2,0 3,5
S 0,71 0,14 0,22 0,24 0,41

Z trudnosci w ocenie iloSciowej proteinogramu wymieni¢ mozna zjawiska utraty
albumin podczas wedréwki do anody (Merklen), przy czym stosowane poprawki
(Hardwicke) znajduja sie ponizej warto$ci btedu oznaczenia i sa dos$¢ klopotliwe
w praktyce. Podkreslanie przez wielu autoréw rézne powinowactwa barwnika do albumin
i globulin nie wydaje sie by¢ czynnikiem wptywajacym istotnie na wynik i tak wg Magasa
(60) réznica ta dla btekitu bromofenolowego wynosi okoto 5%. Wyniki ré6znych pracowni,
ktore uzywaja wilasnych modyfikacji nie moga by¢ poréwnywane. Kazda pracownia
powinna opracowac¢ swoje wilasne normy i tylko w oparciu o nie ocenia¢ uzyskane
proteinogramy.

W  celu wypracowania takich wartoSci przeprowadzilismy badanie
elektroforetyczne surowicy 10 klinicznie zdrowych meZczyzn nie nurkujacych, w tym
samym wieku co grupa bedaca przedmiotem badania, w podobnych warunkach bytowych
i diecie. Otrzymane wyniki sa nastepujace (patrz takze tabela 1, A): albuminy 62,0%, alfa 1
2,3%, alfa 2 6,5%, beta 9,3% i gamma globuliny 19,8%. Wartos$ci naszych norm mieszcza
sie w szerokim wachlarzu danych przytoczonych tu z literatury uzyskanych przez réznych
autoréw (patrz tabela 2). Nie znamy doktadnie materiatu, na podstawie ktérego normy te
opracowano, nawet wiec grube porownanie bedzie tu ryzykowne. Mamy prawo
przypuszczaé, ze wiekszos$¢ tych norm dotyczy nieraz grup ludzi réznego wieku, ptci
i Srodowiska, badanych w réznym czasie i warunkach, podczas gdy nasze badania moga
da¢ pewien wglad w wartosci frakcji biatkowych i surowicy jednolitej grupy ludzi:
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Tab. 2

Normy frakcji biatkowych przytoczone z literatury wedlug Ruszkowskiego (39), Grossa
i Wronskiej (12) oraz wyniki wtasne.

Autorzy Frakcje biatkowe
Albuminy | alfal alfa 2 beta gamma
1. Antonini 55,7 4,0 7,9 12,6 19,5
2. Moncke 61,8 4,2 7,6 10,3 16,1
3. Korver 57,8 4,5 8,2 9,6 19,9
4. Pluckthun 59,0 4,2 8,0 10,6 18,2
5. Satoskar 58,4 4,3 6,5 10,4 22,0
6. Levin 62,4 3,4 7,2 14,3 12,7
7. Bodart 61,9 4,2 8,0 11,3 14,6
8. Grassmann 61,3 4,1 8,1 11,0 15,5
9. Geinitz 60,4 3,9 7,5 11,3 16,8
10. Fine 60,2 3,3 7,6 12,4 16,5
11. Opplt, Kutacek 58,0 4,0 8,0 10,0 20,0
12. Dole 63,2 49 7,5 12,7 11,6
13. Reiner 56,8 15,9 12,8 14,4
14. Bogdanikowa 67,0 57 8,9 18,4
15. Bogdanowicz 61,9 4,2 | 8,0 11,3 14,6
16. Ostrowski, Mikucki 58,8 4,8 11,0 25,3
17. Ruszkowski 59,1 4,1 7,4 10,0 19,4
18. Gross, Wronska 64,0 3,9 7,0 9,4 15,7
19. Normy wtasne 62,0 2,3 6,5 9,3 19,8

Srednie wyniki badanej przez nas grupy 72 nurkéw, przedstawiaja sie nastepujaco
(patrz takze tabele 1 B): albuminy 61,7%, alfa 1 2,6%, alfa 2 6,0%, beta 9,5% i gamma
globuliny 20,2%. Podajemy w tabeli 1 warto$ci Sredniej arytmetycznej, maksymalne
i minimalne, warto$¢ sigmy i standardowy btad. Przy obliczeniach statystycznych lepiej
bytoby omawia¢ grupe liczaca 100 przypadkéw, ale z przyczyn technicznych nie udato
nam sie zgromadzi¢ wiecej niz 72 przypadki.

Z poréwnania warto$ci obu grup (norma-nurkowie) wynika, Ze potrojony btad
réznicy jest mniejszy od réznicy Srednich arytmetycznych i ze w zwiazku z tym réznica
warto$ci uzyskanych wynikow nie jest statystycznie istotna. Badany materiat
podzieliliSmy na 3 grupy, zaleznie od glebokosci nurkowania, ale uzyskanych wynikéw nie
analizowalisSmy statystycznie, gdyz réznice poszczegdlnych grup byly jeszcze mniejsze niz
poprzednie.
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Rys. 1. Odchylenia od normy w obrebie poszczegdlnych grup dla A i beta - globulin. N
norma, + wartosci powyzej normy, - wartosci ponizej normy.

Grupa I (13 przypadkéw): albuminy 59,9%, alfa 1 2,6%, alfa 2 6,6%, beta 10,5%,
gamma-globuliny 20,4%.

Grupa II (23 przypadki): albuminy 62,1%, alfa 1 2,9%, alfa 2 5,7%, beta 9,1%,
gamma-globuliny 20,2%.

Grupa III (35 przypadki): albuminy 62,6%, alfa 1 2,4%, alfa 2 5,8%, beta 9,3%,
gamma-globuliny 19,9%.

Podzial na powyzsze grupy uzasadniono wzgledami fizjologicznymi, wedtug
ktorych dzieli sie nurkowanie na $rednio-glebokie(do 40 m) - grupa I, glebokie (do 60 m)
- grupa I, gtebinowe (powyzej 60 m)- grupa III.

Wartosci frakcji poszczegélnych grup nie wykazuja istotnych odchylen i znajduja
sie w granicach normy. Wydaje sie jednak, Ze warto podkresli¢ obserwowany fakt
pewnych tendencji wzrostu lub obnizki w zakresie frakcji w réznych grupach. I tak
warto$ci albumin grupy [ s3 nieco nizsze a globulin wyzZsze, niZ w pozostatych grupach.
Grupa II jest pod tym wzgledem mato charakterystyczna, a w grupie Il wida¢ powrét
albumin i gamma globulin do wartos$ci bliskich normy. Zmiany te sg niewielkie i moga
mie¢ warto$¢ jedynie orientacyjna. Dla zobrazowania tych zmian wykonano rys. 1, na
ktorym warto$ci w granicach normy (znak N ), warto$ci wyzsze (znak +) i nizsze od normy
(znak - )przedstawiono przy pomocy stupkéw. Cyfry po prawej stronie stupkéw oznaczaja
liczbe oséb, ktére mialy powyzsze wartosci w danej grupie. Stupek z norma (N) zawiera
wiekszo$¢ powtarzajacych sie przypadkéw danej grupy, ktéra miesci sie ca w granicach
jednej sigma, np., dla albumin 55-65%, podobnie dla gamma globulin.

Cyfra 1 oznaczono $rednie wyniki albumin i gamma globulin cato$ci badanych.
Wynika z niej, ze liczba wynikéw w granicach normy dla obu frakgcji jest prawie ta sama
i odchylenia majg ten sam charakter.
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Cyfra 2 oznaczono charakter odchylen dla albumin w poszczegélnych grupach
(LILIID). W grupie [ widaé¢, ze ilos¢ przypadkéw z warto$cig ponizej normy jest wyzsza niz
w grupie 111, gdzie wiecej jest odchylen wyzszych od normy.

Cyfra 3 oznaczono charakter odchylen dla globulin w poszczeg6lnych grupach, ale
maja tu one inny charakter: odchylen minusowych w grupie I jest znacznie mniej niz
w grupie IIL
Cienka linia po lewej stronie stupkéw oznacza skale, ktora przyjeto za jednos$¢ (rézna dla
kazdej grupy zaleznie od liczby przypadkéw), w stosunku do ktérej obliczano odchylenia
od normy.

Podkreslamy, Ze i tu réznice zalezne od grup s3a niewielkie i majg jedynie charakteryzowacé
sktonnos¢ do odchylen ,in plus” lub ,,in minus”.

Rys. 2. Wykresy wartosci frakcji biatkowych u pojedynczych nurkéw i $rednie catosci
badanych. Na osi odcietych oznaczono grupe gtebokosci. Na osi rzednych oznaczono
wartosci frakcji w %.

U kilku nurkéw wykonaliSmy badania dwu-, trzy- lub czterokrotne (przy dwdéch
badaniach na tej samej gtebokosSci podajemy $rednig) zaleznie od gtebokosci. Wyniki
podaje rys. 2. Na osi odcietych zaznaczono grupy gtebokosci, na osi rzednych wartoSci
frakcji w %. Liniami przerywanymi oznaczono wartosci frakcji poszczegdlnych nurkow,
gruba linia ciaggta oznacza dla danej frakcji $rednig wartos$ci wszystkich badanych w danej
grupie. Zbieznos$¢ tych dwdch krzywych ($redniej i wartosci u pojedynczych nurkéw) nie
dla wszystkich frakcji da sie wykaza¢ w tym samym stopniu, ale potwierdza tendencje do
odchylen, o ktérych méwiliSmy przy omawianiu rys. 1, nie przedstawiono tu frakcji alfa 2,
gdzie ta rozbieznos$¢ byta znaczna.
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DYSKUSJA

Zastuguje na podkres$lenie szereg czynnikéw ubocznych wptywajacych na poziom
biatka surowicy krwi. Postawa pionowa (gtéwnie jednak pod katem 54° do poziomu)
wpltywa na zageszczenie biatek osocza w skutek wzmozenia ultrafiltracji (51,53).
Podobnie wptywa moment pobierania krwi z uciskiem zyly, jednak oba te czynniki nie
pociagaja za soba widocznych zmian jako$ciowych biatek surowicy (30,53).

Uzyskane przez nas wyniki pozwalaja stwierdzi¢, Ze badana surowica wykazuje
warto$ci prawidtowe pod wzgledem frakcji biatkowych i biatka catkowitego. Otrzymane
$rednie warto$ci mieszczg sie w granicach norm cho¢ cze$s¢ wykazuje niewielkie
odchylenia. Badania dotyczyty ludzi klinicznie zdrowych, badanych w ramach okresowych
przegladow lekarskich i przed kazdym zejsciem pod wode, kiedy mierzono nurkom
ci$nienie i tetno oraz pytano o samopoczucie. Nurkowali jedynie ci sposréd grupy, ktérzy
odpowiadali ustalonym wymogom. Jest rzecza oczywistg, Ze wynik badania
elektroforetycznego zalezal od catej sumy bodZcéw dziatajacych na nurka, jak emocje,
wzmozone ciSnienie atmosferyczne, temperatura wody, czy stan zdrowia.

Nie wszystkie z wymienionych czynnikéw da sie wyodrebnié, stanem zdrowia
zajmiemy sie jednak doktadniej. Paru sposréd badanych chorowato okresowo na niezyty
jamy nosowo-gardtowej oraz u dwoch nurkéw stwierdzono zmiany préchnicze zebow.
Wyniki badan w tych przypadkach nie przyniosty warto$ci charakterystycznych, ale
z wyrazna jednak tendencja do zwyzki gamma globulin i obnizki albumin, co jest typowym
odczynem biatek surowicy na proces zakazenia w ustroju. Jeden z nurkéw J. M. lat 22,
z rozlegla préchnica zebéw miat poziom gamma globulin wynoszacy 28,5%, co jest
warto$cig zdecydowanie za wysoka w poréwnaniu z norma.

Kontrolne badanie po dwodch tygodniach wykazato poziom gamma globulin
w granicach wartosci poprzedniej. Jest to jedyny przypadek z naszego materiatu, gdzie
mozemy mowic¢ o trwalszych zmianach w widmie biatkowym na tle znanej nam etnologii.
Podczas badan nurkéw z grupy | zauwazono, Ze najczeSciej w tej wtasnie grupie
obserwujemy podwyZszone cisnienie tetnicze krwi (powyzZej dopuszczalnej normy
ci$nienia skurczowego wynoszacej 140 mm Hg) i przyspieszenie tetna, bardzo czesto
dyskwalifikujace nurka w tym dniu do zejscia pod wode.

Jak wynika z przytoczonych obserwacji powyZsze zmiany u nurkéw w grupach Il
i III byly znacznie rzadsze. Grupa [ to nurkowie poczatkujacy, najmniej z pracg pod woda
obyci, najmtodsi stazem nurkowym. Mamy prawo przypuszczaé, Ze obserwowane
niewielkie odchylenia w widmie biatkowym s3a zaburzeniami czynnoSciowymi
nieprzystosowanego ustroju i reakcja odruchowa na bodZce emocjonalne zwigzane
z charakterem pracy.

Uktad frakcji biatek surowicy jest bardzo labilny i zmiany tego rodzaju moga sie
poOZniej tatwo wyréwnywac, chyba Ze wigzemy je z bardziej statg przyczyna, jak to wyzej
wspominaliSmy w przypadku nurka J. M. Wiemy juz dzi$, Ze na bodZce emocjonalne ustroj
moze reagowac zmianami we frakcjach biatkowych surowicy. Patomechanizm tych zmian
jest sprawag otwarta: mozliwy jest bezposredni wplyw wzmozZonego ci$nienia
atmosferycznego w ustroju do warunkéw pracy nie przystosowanym lub zaburzenia
regulacji korowej i wyzwalanie wiekszej iloéci hormonéw np. adrenaliny. Zydowo wykazat
w swojej pracy wptyw adrenaliny na wzrost poziomu biatek surowicy krwi, nie badat
jednak poziomu frakcji biatkowych (53).

W grupach nurkéw wykwalifikowanych (grupa II i III) rzadko stwierdzano
podczas badania przed nurkowaniem zmiany ci$nienia tetniczego krwi i tetna. W tych tez
grupach niewielkie odchylenia w poziomie frakcji cofajag sie w poréwnaniu z grupa
[ i dochodza do najbliZzszych normie warto$ci grupy IIl. Brak zmian na wiekszych
gtebokoSciach mozemy tlumaczy¢ stosunkowo krétkim pobytem pod woda i niewielkimi
bodZcami emocjonalnymi zwigzanymi z praca kwalifikowanych nurkéw.
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