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Przebieg koagulacji cieplnej biatek przy zmiennej
zawartosci frakcji biatkowych i w obecnosci jonéow
barwnikowych
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Course of thermic coagulation of proteins at various contents
of protein fractions and in the presence of pigment ions

Jeszcze przegi 1940 r, Limbour g zauwazyl, ze mocznik chroni fibryne
przed koagulacjg cieplng. To samo stwierdzit Magnus-Lewy w odniesie-
niu do biatka Bence-Jonsa. (Cyt. wg Bawdena i Pirie (1). W roku 1949
Huggins i Jonson (2) zauwazyli, ze kwas jodooctowy jest czynnikiem
silnie chronigcym bialko przed koagulacja cieplng a Mandl, Neuberger
i Grauer (3) w r. 1951 wykazali, ze ATP (kwas adenozynotréjfosforowy)
zapobiega powstawaniu osadéw biatkowych i to zaréwno z biatek rodzimych,
jak i zdenaturowanych.

To samo stwierdzi! u nas Morawiecki (4) badajac wplyw ATP na
koagulacje cieplng biatek typu albumin i globulin. Szczegdlng uwage wzbu-
dzaja przeprowadzone ostatnio badania Klinberga i wspt (5), (6), (7),
ktorzy wykazali, ze przebieg koagulacji bialek zachodzacej pod wplywem
ciepta zalezy od stosunku iloSciowego cial elektrododatnich i elektroujem-
nych znajdujgcych sie w §rodowisku. Autorzy ci zmieniajac ten stosunek
potrafili zapobiegaé wzglednie przys$piesza¢ koagulacje cieplng bialek. Jako
zwigzkow chronigeych przed koagulacjg cieplng uzywali eozyny, heparyny,
za§ w celu jej przy$pieszenia trypaflawiny wystepujacej w roztworach
wodnych w formie kationu.
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Jeszcze w r. 1941, Kleczkowski i Bawden (8), (9), (10) starali sie
wykazaé powstawanie kompleksow miedzybiatkowych podczas ogrzewania
roztworow bialek.

Kleczkowski zauwazyl, ze w wyniku podgrzewania frakcji euglobu-
linowej] w obecno$ci innych frakcji bialkowych surowicy powstaja zmienione
przeciwciala, oraz ze podczas ogrzewania mogg powstawaé polgczenia pomie-
dzy poszczego6lnymi frakcjami bialkowymi.

Proces ten jest zwigzany z pojawianem sie nowych grup sulfhydrylowych
co wskazuje na wczesne stadium denaturacji a zarazem pozwala na wysunie-
cie wniosku, ze powstajgce kompleksy miedzybiatkowe skiadajg sie czeSciowo
z rodzimego a czeSciowo ze zdenaturowanego biatka. Mozliwo$ci powstawania
tego rodzaju komplekséw miedzybialkowych potwierdzili péziniej Turner
i Boyer (11). Scheer, Wyckoff i Clarke (12) zaobserwowali, ze
w surowicach podgrzewanych przez jaki§ czas do 65°C mozna stwier-
dzié obecno$¢ nowej frakeji biatkowej dajgcej na krzywej elektrofore-
tycznej maksimum pomiedzy albuminami a gamma-globulinami i powstajgcej
prawdopodobnie na koszt tychze frakeji. Ardry (13) §ledzil zmiany w obra-
zie elektroforetycznym surowicy po ogrzaniu jej do 57, 59, 62 i 65°C i zauwa-
zyl, ze po ogrzaniu zwieksza sie frakcja alfas-globulinowa.

Z zagadnieniem komplekséw miedzybialtkowych wigze sie tez oddawna
znany fakt, ze wzajemny stosunek ilo$ciowy poszczegdélnych frakeji biatkowych
moze réwniez w sposéb istotny wplywaé na przebieg koagulacji cieplnej biatek
surowicy.

Zjawisko to wykorzystano przy opracowaniu niektérych proéb diagno-
stycznych, takich, jak préba Weltmana, czy tez proba Horsta (14).
Poniewaz wydawalo sie, ze powigzanie zagadnienia komplek-
séw miedzybiatkowych powstajgcych podczas ogrzewania, ze zja-
wiskami hamowania wzglednie przyspieszenia koagulacji cieplnej
bialek przez rézne zwigzki moze rzuci¢ nowe swiatto na mechanizm
niektérych préb koagulacyjnych szeroko stosowanych w diagno-
styce laboratoryjnej, jak réowniez na niektére problemy zwigzane
z koagulacja cieplng biatek, szczegodlnie zas zlozonych uktadéw biat-
kowych, takich jak np. surowica, postanowiliSmy przeprowadzi¢ na-
stepujgce badania:
a) przebada¢ jaki wplyw wywieraja na siebie w procesie koa-
gulacji cieplnej poszczegdlne frakcje biatkowe.
b) przebada¢ jak przebiega koagulacja cieplna biatek surowicy
w obecnosci kationéw i anionéw barwnikowych, przy po-
mocy ktorych préobowano zmienia¢ stosunek cial elektro-
ujemnych i elektrododatnich w $rodowisku.
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CZESC DOSWIADCZALNA

A. Material do$wiadczalny:
a) Surowica ludzka pochodzgca od zdrowych oséb, Swieza lub przecho-
wywana w temp. 4° najwyzej przez 24 godz.
b) Albumina surowicza wypreparowana z krwi ludzkiej met. Cohna (15)
c) Frakcja II-R skladajgca sie z beta i gamma-globulin wypreparowana
wg Krawczynskiego (16)
d) Fibrynogen wypreparowany wg Cohna (15).
e) Barwniki kwasne:
alfa/Eozyna — prod. krajowej
beta/Oranz metylowy — prod. krajowej.
f) Barwniki zasadowe:
alfa/Riwanol — prod. ,,Bayer*.
beta/Trypaflawina — prod. ,,Bayer*
gamma/Akryflawina — prod. ,,Abbott*
delta/Oranz akrydynowy — prod. wegierskiej
eta/Fuksyna — prod. krajowej.

B. Metodyka oznaczen:

Badania nad wptywem frakcji bialkowych na przebieg koagulacji cieplnej
wykonano wg Kleczkowskiego (8) z ta rdznicg, ze zamiast oznaczania
azotu w roztworze przed i po denaturacji postugiwano sie probg biuretowa
wg Kingsleya (17). Jezeli po ogrzaniu powstawal osad, to odwirowywano
go przez 30 min. na 4000 obr. Jezeli osad nie dawatl sie odwirowaé zostawiono
probke na 48 godz. W niektérych wypadkach uzyskiwano w ten sposob oddzie-
lenie osadu od roztworu. Natezenie opalescencji okre§lono wg umownej skali
podobnej do skali uzywanej przy wykonywaniu proby kadmowej (18). Roztwory
biatek ogrzewano do temp. 60, 80 i 100°C przez 10 min. Temperature regulowano
przy pomocy ultratermostatu Hoeplera, pH kontrolowano na pH-mefrze
,,Radiometer* typ. 21 b.

Badania nad wplywem jondw barwnikowych na przebieg koagulacji
cieplnej wykonano wg Klingenberga (5 odeczytujac wartosci zmetnienia na
nefelometrze Pulfricha przy uzyciu tarczy Nr 1 i filtru L:. WielkoSci zmetnie-
nia podano w wartosciach bezwzglednych. Surowice, w ktérych uprzednio ozna-
czono zawarto$é¢ bialek catkowitych metoda biuretows (17) oraz wyliczono sto-
sunek A/G, rozcienczono w ten sposéb, aby koncowe stezenie biatka w probéwce
wahalo sie w granicach od 10 do 800 mg. Barwniki dawano w takiej ilosci, Ze
koncowe stezenie wynosito od 3.10— M do 3.10— M.

C. Wyniki do$wiadczen:

uj Przebieg koagulacji cieplnej pojedynczych frakcji bialkowych,
Przebieg wytrgcania jest nieco inny dla kazdej z przebadanych

frakcji. Najwieksza opornosé¢ wobec ciepla wykazuje frakcja II-R

skladajgca sig z beta i gamma-globulin, najmniejszg fibrynogen. We
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wszystkich wypadkach pojawienie sig opalescencji, zmetnienia, czy

tez osadu, zachodzi najwczesniej w tych probkach, w ktérych znaj-

duje sie najwieksza ilos¢ biatka (Tab. L.). '

b) Przebieg koagulacji cieplnej przy zmiennym stosunku iloscio-
wym frakcji biatkowych i zmiennej zawartoéci bialka.

Przy badaniu dwuskladnikowych ukladow biatkowych zaobser-
wowano, ze podobnie, jak w przypadku pojedynczych frakcji, ogol-
na ilo§¢ biatka w roztworze wyraznie wplywa na pojawienie sig
opalescencji, zmetnienia czy tez sklaczkowania roztworu. Zaobser-
wowano tez, ze mieszanina w stosunku 1 :1 albuminy z fibrynoge-
nem ulega szybciej zmianom niz sama albumina, a czasem nawet
szybcie] niz sam fibrynogen.

W mieszaninie fibrynogenu z frakcjg II-R zmiany zachodzg szyb-
ciej niz przy ogrzaniu samej frakcji II-R, a wolniej niz przy ogrza-
niu roztworu samego fibrynogenu. Przy zmiennym stosunku fibry-
nogenu do frakcji II-R daje sie zauwazyé, ze przy przewadze iloscio-
wej tej ostatniej frakcji zmiany pod wplywem ogrzewania zachodza
wolniej miz wtedy, kiedy jest przewaga fibrynogenu.

Najwolniej zachodzg zmiany w ukladzie dwuskladnikowym al-
bumina - frakcja II-R. W ukladzie tym jeszcze po ogrzaniu do 80°C
przy matej ilosci biatka uzyskano roztwoér zupelnie przejrzysty. Przy
zmiennych stosunkach ilo§ciowych obydwu skladnikéw najmniej-
sze zmiany zauwazono, gdy stosunek ten wynosit 1 : 1, (Tab. II i IIT).

¢) Wplyw jonéw barwnikowych na przebieqg koagulacji cieplnej
biatek surowicy.

o™
3§
W aas]
E A .,y v
e / / . ______——-0 !—:l
100 200 300 %00 $00 600 700

STEZENIE BIRLKA & MG %

Ryc. 1 a. Eozyna. Temp. 60°. Tarcza 1. Filtr Ls. Biatka calk. 7-8 g% A/G — 1,25.

Stez. barwnika: I — 3.10—M. II — 9.10— M. III — 15.—4M. IV —

21.10—4#M. V — 3.103M. K — surowica nieogrzewana O — surowica
bez barwnika.
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Ryc. 1 c. Eozyna. Temp. 100°. Objasnienia Ryc. 1 a.

alfa (Wplyw barwnikow kwasnych).

Po ogrzaniu do temp. 60° wielko$é zmetnienia jest zalezna od
stezenia barwnika tylko w mniewielkim stopniu. Przy ogrzaniu do
80° zalezno$¢ zmetnienia od stezenia biatka i barwnika jest juz bar-
dzo wyrazna. Po ogrzaniu do 100° krzywe zmetnienia przebiegaja
bardziej stromo, niz krzywe zmetnienia otrzymane po ogrzaniu
do 80°. '

W temperaturze tej przy koncowym stezeniu barwnika wynosza-
cym 3'10—*M nie udaje sie uzyska¢ calkowitego zahamowania
wzrostu zmetnienia. Przy réwnowaznych stezeniach w obecnosci
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oranzu metylowego zmetnienie jest zawsze wieksze niz w obecnosci
eozyny.
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Rye. 2. Wplyw eozyny i oranzu metylowego na koagulacje cieplng biatek
surowicy. Fot. Pulfricha. Tarcza 1. Filtr L2. A/G = 1,25. Stez. biatka — 110 mg%oe.
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Ryc. 3a. Trypaflawina. Temp. 60°. Tarcza 1. Filir L.. Bialka calk. 7.5 g%

A/G = 1.18. Stez. barwnika: I — 3.10—=# M; II — 9.10— M; III -—

15104 M; IV — 21.104M; V — 3.103M. K — surowica nieogrzewana;
O — surowica bez barwnika.
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Ryec. 3b. Trypaflawina. Temp. 80° Tarcza 1. Filtr L.. Bialtka calk. 7.5 g%.
A/G = 1.18. Stez. barwnika: I — 3.10—* M. II — 9.10— M. K — surowica
nieogrzewana. O — surowica bez barwnika
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Ryc. 3c. Trypaflawina. Temp. 100°. Tarcza 1. Filtr L.. Bialka calk. 7.5 g%s:
A/G 1,18; Stezenie barwnika 3.10—M; K — surowica nieogrzewana;
O — surowica bez barwnika.

beta: (Wplyw barwnikéw zasadowych).

Po podgrzaniu do temp. 60° wielko$¢ otrzymanego zmetnienia
jest wprost proporcjonalna do stezen biatka i barwnika. Po podgrza-
niu do 80° juz przy stezeniu 1.5 do 2.1.103*M powstaje podczas
ogrzewania osad uniemozliwiajagcy pomiar zmetnienia. Po podgrza-
niu do 100° osad powstaje juz przy stezeniu barwnika 9.10—M.
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Przy uzyciu rownowaznych stezen barwnikéw, a przy statej ilosci
biatka, najwyzsze wartosci zmetnienia otrzymuje sie przy uzyciu
riwanolu, a najmniejsze w obecnoéci fuksyny. Pozostale barwniki
mozna uszeregowac nastepujaco:

Trypaflawina > akryflawina > oranz akrydynowy

200 7
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STEZEIVE BRRWNIKA

Ryc. 4. Wplyw kationéw barwnikowych na koagulacje cieplng biatek suro-
wicy. Temp. 60°C. Stez. biatka 212 mg%e. A/G = 1.18. I — Riwanol. II — Try-
paflawina. III — Akryflawina. IV — Oranz akrydynowy. V — Fuksyna.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Biorac pod uwage opornos¢ poszczegolnych frakecji wobec
ogrzewania, mozna na podstawie naszych badan uszeregowa¢ je na-
stepujgco:

Frakcja II-R >Albumina >Fibrynogen.

StwierdziliSmy tez, ze uklad: frakcja II-R — albumina najtrud-
niej koaguluje pod wplywem ciepla, trudniej niz sama frakcja II-R

-

i sama albumina.
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Klingenberg (6) okreslit wrazliwoé¢ surowicy na dzialanie
ciepta (,Hitzstabilitdt') stosunkiem globulinowym (¥).
gamma — globuliny

r= alfa — globuliny +beta — globuliny

Im wiekszy ten stosunek, tym wieksza wrazliwo$é surowicy,
przejawiajgca sie szybszym i intensywniejszym wystapieniem
sklaczkowania. Albuminy wg tego autora nie wplywaja w sposéb za-
sadniczy na wrazliwosé surowicy wobec ciepla, poniewaz sq réw-
nomiernie wigzane przez poszczegoélne frakcje globulinowe. Opie-
rajgc sie na tych rozwazaniach, nalezaloby przypuszcza¢, ze frak-
cja II-R skladajgca sie w 33% z beta, a 67%0 z gamma — globulin be-
dzie najbardziej wrazliwg na dzialanie ciepla, i Ze uklad albumina—
frakcja II-R bedzie zachowywal sie podobnie. Tymczasem okazalo
sie ze jest inaczej. Frakcja II-R i uktad: frakcja II-R — albumina naj-
trudniej koaguluja pod wplywem ciepla ze wszystkich przebadanych
przez nas frakcji i ukfadéw. Tego rodzaju sprzeczno$¢ nie podwaza
w zasadzie stusznosci zatozen Klingenberga jesli przyjmie sie,
ze frakcja II-R sama przez sie stanowi osobny kompleks biatkowy
o wlasnosciach nie bedacych suma wlasnosci beta- i gamma-globulin.
W poprzedniej pracy (16) stwierdzilismy juz, ze zmieszanie albumi-
ny z frakcjg II-R zwieksza kwasny charakter albuminy. Prébowali-
$my wyjasnié to zjawisko opierajgc sie na teorii Klotza (19), wg
ktérej grupy kationowe albuminy moga by¢ polaczone wigzaniem
wodorowym z grupami hydroksylowymi globulin posiadajacych te
grupy w nadmiarze.

Dlatego tez wydaje sie, ze w przypadku samej frakcji II-R nie
jest wogédle sluszne postugiwanie sie podanym wyzej wzorem
Klingenberga (6), natomiast w przypadku uktadu albumina —
frakcja II-R wzor ten moznaby zmodyfikowa¢ w nastepujacy spo-
sOb:

gamma — globuliny

x= Albuminy+beta — globuliny

tymbardziej, Ze przypuszczenie Klingenberga (6) o powstawa-
niu potgczen miedzy albuminami a poszczegdlnymi frakcjami globu-
linowymi oparte jedynie na rdéznicach wartosci punktow izoelek-
trycznych, nie jest przekonywujgce. Tak zmodyfikowany wzér poz-
wala nam da¢ przypuszczalne wyjasnienie zjawiska, dlaczego ukiad:
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albumina — frakcja II-R najtrudniej koaguluje pod wpltywem ciepla
jezeli stosunek — albumina/II-R wynosi 1:1, a latwiej, gdy stosunek
komponent wynosi 1:3 wzgl. 3:1.

Jezeli stosunek 1:1 uznamy za optymalny, to w przypadku 1:3
przewaza obnizajgcy odpomos$¢ wpltyw gamma—qglobulin, stanowia-
cych gtéwng czes¢ frakcji II-R. W przypadku za$, gdy stosunek ten
wynosi 3:1, ilosé¢ beta-globulin, stabilizujagcych wg Klingenber-
g a surowicg, moze by¢ juz niedostateczna.

Fibrynogen w naszych doéwiadczeniach zachowuje sie tak, jak
wg Klingenberga powinna zachowywa¢ sie gamma—globu-
lina. Odpowiada to w zupelnosci jego punktowi izcelektrycznemu,
jak rowniez jego polozeniu mna proteinogramie, na ktérym zajmuje
zawsze pozycje miedzy beta i gamma—globulinami.

Przyjety na ogot poglad, ze wyniki niektérych préb koagulacyj-
nych, takich jak proba Weltmamna, czy tez proba Horsta (14),
zaleza jedynie od zmian zachodzacych w obrebie bialek surowicy.
Okazal sie on w §wietle nowszych badan niewystarczajgcy, ponie-
waz nie uwzglednia caloksztaltu zjawisk zwigzanych z koagulacjq
cieplng bialek. W procesie tym, jak juz wspomniano wyzej, wazna
rola przypada takze réznego rodzaju zwigzkom wystepujacym
w srodowisku w formie jonéw. W naszej pracy wykazalismy, ze jo-
ny barwnikowe w duzym stopniu moga modyfikowac¢ przebieg koa-
gulacji cieplnej bialek surowicy i to mniej wiecej w ten sam spo-
sob, jak przebieg koagulacji poszczegdlnych frakcji biatkowych
opisany przez Klingenberga (5), Hugginsa i Jense-
na (2) Morawieckiego (4) i innych. Nie powinno sie po-
rébwnywacé naszych wynikow i wynikéw Klingenberga (5)
$cisle pod wzgledem ilosciowym, ale poréwnujgc przebieg krzywych
koagulacji cieplnej albuminy jaja kurzego i krzywych koagulacji
cieplnej bialek surowicy mozna powiedzieé¢, ze zjawisko hamowa-
nia, czy tez przyspieszenia koagulacji cieplnej przez jony przebie-
ga w zasadzie jednakowo w wypadku pojedynczej frakcji biatko-
wej, jakotez w wypadku zlozonego uktadu biatkowego, jakim jest
surowica.

Klingenberg (5) charakteryzuje krzywe koagulacji cieplnej
albuminy jaja kurzego wzorem:

T

P="c
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ydzie p — parametr krzywej mowigcy o stopniu nachylenia stycznej
do krzywej wobec osi X, ktorego wartos¢ wzrasta, gdy kat nachyle-
nia zwieksza sig, T — zmetnienie bezwzgledne, a C — stezenie al-
buminy jaja kurzego.

Wielkos¢ p jest rowniez zalezna od stezenia barwnika i w wy-
padku eozyny maleje ze wzrostem stezenia. Z naszych badan wynika,
ze wielko$¢ ta jest zalezna i od temperatury, ze wzrostem ktorej ros-
nie, jak réwniez od tego jaki barwnik zostal zastosowany. Wiel-
kos¢ p w jednakowych warunkach jest dla oranzu metylowego zaw-
sze wieksza niz dla eozyny. Dla barwmikéw kationowych zakres
dziatania powyzszego réwnania jest znacznie mniejszy i szybko ma-
leje ze wzrostem temperatury. Parametr krzywych zmetnienia, po-
dobnie jak przy uzyciu barwnikéw anionowych, rosnie ze wzrostem
temperatury. Zalezno$¢ p od stezenia barwnika jest natomiast zu-
pelnie inna, niz wtedy, gdy dodajemy do $srodowiska anionéw, a mia-
nowicie parametr krzywej roénie ze wzrostem stezenia kationu. Wy-
razna jest tez zaleznos¢ od rodzaju barwnika.

Ustalajgc pozostale, najmniejsze wartosci p otrzymujemy dla
fuksyny, a najwieksze dla riwanolu. Analiza naszych wynikéw uzu-
pelia wigc wyniki Klingenberga przez wykazanie zalezno-
§ci p od temperatury i od rodzaju uzytego jonu oraz wskazuje, ze
przy zmianach stosunku cial elektrododatnich i elektroujemnych
w Srodowisku, surowica zachowuje sie, jak jednolity uklad.

Roézny wplyw poszczegdélnych jonow barwnikowych zalezy
prawdopodobnie od ich struktury. Z analogicznym zjawiskiem zet-
knelismy sie badajagc wplyw kationdéw akrydynowych na biatka su-
rowicy. (16).

Nalezy zaznaczy¢, Zze w pracy obecnej postugiwano sie tylko
takimi stezeniami barwnikow akrydynowych, ktére w temperaturze
pokojowej nie wytracaly zupelnie biatek surowicy. Moze sie jednak
nasunaé¢ przypuszczenie, ze przyspieszajace koagulacje cieplng dzia-
lanie kationéw akrydynowych na biatka surowicy polega tak samo
na laczeniu sie ich z grupami karboksylowymi biatek i zmniejszeniu
przez to ujemnego ladunku czasteczki, jak w wypadku dzialania w
temperaturze pokojowej. '

Jezeli wytracanie zachodzi w podwyzZszonej temperaturze przy
matych stezeniach barwnika i jezeli w tych warunkach nie docho-
dzi do rozdziatlu bialek na frakcje, nalezy prawdopodobnie przypi-
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sa¢ to zmianom, jakie zachodzg podczas denaturacji cieplnej w cza-
steczce bialka. Zmiany te miedzy innymi doprowadzajg do ujaw-
nienia sie wiekszej ilosci grup COOH i zmniejszajg réznice w bu-
dowie czasteczek poszczegolnych frakcji, szczegélnie gdy dotyczy
rozmieszczenia tadunku elektrycznego. W podobny sposéb wyjas-
niaja zjawisko hamowania i przy$pieszania koagulacji cieplnej bia-
lek: Huggins, Jensen (2) oraz Klingenberg i wspl
(5, 6, 7).

Z oméwionych badan moze wynika¢, ze dzialanie jondw barwni-
kowych na przebieg koagulacji cieplnej bialek surowicy zachodzi
juz po czeSciowym przynajmniej ich zdenaturowaniu.

Zjawia sie wiec pytanie, czy w wypadku, gdy denaturacja bial-
ka zachodzi pod dzialaniem innego czynnika mniz temperatura, bg-
dziemy réwniez mogli zapobiec wzglednie przyspieszy¢ ich koagu-
lacje, regulujgc dowolnie sklad jonowy $rodowiska.

Zagadnienie to stanowi¢ bedzie przedmiot dalszych badan.
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SUMMARY

Studies were conducted to determine, what is the mutual in-
fluence in the process of thermic coagulation of the separate protein
fractions and it was found that the most resistant to thermic coagu-
lation is the fraction R-II, which consists in 33 per cent of beta—
globulins and in 67 per cent of gamma — globulins. More easily
is coagulated albumin — II-R, II-R — fibrinogen coagulates with
great difficulty the composition albumin — II-R. The supposed
mechanism of this phenomenon is discussed and the causes
of discrepancies with the globulin formula cited by Klinge-
berg which is regarded to be a measure of resistance of the
serum to the action of heat are analysed. Possible modification of
this formula is given. In further studies investigations were conduc-
ted on the influence of pigment anions and cations on the course of
thermic coagulation of the protein system of a normal serum.

It has been proved that anions exert a protective action against
thermic coagulation; cations, however, accelerate thermic coagula-
tion of serum proteins. Among the examined anions eosine possessed
a stronger protective action than methyl-orange. Among cations ri-
vanol possessed the greatest accelerating effect on coagulation, next
trypaflavine, acriflavine, acridine - orange and fuchsin. A supposi-
tion has been drawn, that the mechanism of action of acridine ions
on the course of thermic coagulation of serum proteins may be the
same as in the mechanism of their action on serum proteins at the
room temperature. In the first and second case most likely are
neutralized free carboxyl groups by pigment ions, that decreases
the electric charge of the protein molecule. Attention has been
drawn to the fact, that also other coagulation reactions used in la-
boratory diagnosis will most likely be modified by an addition of
anions or cations to the medium.
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