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THE DETERMINATION OF DIFFERENT PHASES
OF PANCREATITIS BY ISOELECTRIC FOCUSING

The diseases of the pancreas play an important role in the pathology of
the gastrointestinal tract. However, a lot of problems arising in con-
nection with the investigation of this pathology cannot be solved without
using immunological methods. Both experimental and clinical inves-
tigations have demonstrated that antigens of the pancreas are capable
of inducing immune response. As the antigens of pancreas are distincti-
vely specific, in evaluating suitable immunological reactions in humans
it is advisable to proceed from the antigenic characteristics of human
pancreas. Thus, the antigenic characteristics of subcellural fractions of
the pancreas is of primary importance in clinical investigations at
diagnosing pancreatitis of different phases.

In our earlier works on the immunology of pancreatitis, we used
qualitative and semiquantitative methods to determine circulating anti-
bodies in the blood serum of patients in case of pancreatitis and cancer
of pancreas p], The level of circulating antibodies in the blood of
patients with an acute and chronic stage of pancreatitis was also studied
by the method of affinity chromatography, using columns with a
«Lahema» synthetic hydrogel Spheron P-1000 bound to a tissue extract
of pancreas with 2-amino-4,6-dichlortriazine [2 ], The above-mentioned
methods are rather time-consuming and not precise, and therefore we
decided to use a new method of isoelectric focusing in polyacrylamide
gel plates with carrier ampholytes, which is considered to be more sen-
sitive, specific and more rapid than other methods, and is used in many
sciences, especially in clinical applications and in immunology.

The aim of this work is to determine different phases of pancreatitis
by using isoelectric focusing.

/

Material and methods

Equipment: LKB 2117 Multiphor set for isoelectric focusing in polyacryl-
amide gel.
Chemicals: Carrier ampholytes in the pH range 5.2—9.0, synthesized
according to Murel [3]; acrylamide, N,N-methylene-bisacrylamide, both
recrystallized, are from «Reanal» (Hungary); N,N,N,N-tetramethylethy-
lenediamine (TEMED) from «Reanal» (Hungary); ammonium persul-
phate analytical grade from «Reanal»; glycerol, 87%, analytical grade,
from the USSR; coomassie brilliant blue R-250.
Fixing solution: 7.3 g sulphosalicylic acid and 57.5 g trichloroacetic acid
in 500 ml of distilled water.
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Fig. 1. pH gradient of a polyacrylamide
plate following isoelectric focusing for 3 h.

Staining solution: 0.460 g coomassie brilliant blue R-250 in 400 ml of
destaining solution.
Destaining solution: 500 ml ethanol and 160 ml acetic acid in 2 1 of
distilled water.
Preserving solution: 50 ml glycerol in 500 ml of destaining solution.

Formation of the gel

Gel was made of acrylamide with methylene-bisacrylamide as a cross-
linker containing 3.9% (w/v) acrylamide, N,N-methylene bisacrylamide
(bis) 0.13% (w/v), to which ampiholine in the pH Tange 4.2—9.5 4 ml,
glycerol 5.95 ml and TEMED 0.1 ml was added and was made up to
60 ml with distilled water. The mixture was degassed for 4 miin under
vacuum, thereafter ammonium persulphate 0.004 g per 2 ml was added.
The solution was immediately pipetted into the gel mold for polymeri-
zation [4].

Sample application and electrophoretic run

Samples of human blood serum (10 pi) were applied to a cathodic end
of the polyacrylamide gel slab on filter paper squares, isoelectric
focusing was performed on an LKB-2117 Multiphor System at 10 W,
1200 V maximum (using an LKB-2103 Power Supply) with cooling

at 4° C. The anode electrolyte was 0.1 M phosphoric acid and the cathodic
electrolyte 0.1 M NaOH. After focusing for 3.5 h the pH gradient in the
polyacrylamide gel slab was measured by a surface electrode (Fig.l).

The treatment of polyacrylamide gel after focusing

The focused gel was immediately placed into a fixing solution for 1 h.
The gel was removed from the glass with a spatula and then placed
into the destaining solution overnight at room temperature. The gel was
preserved between two sheets of cellophane,
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Fig. 2. Isoelectric focusing of four human serum samples on an ampholine
PAG plate pH 4.1—9.0. Plate stained with coomassie brilliant blue. (Figs 2

and 3 drawn from the plate.)

Fig. 3. Isoelectric focusing of different blood groups on an
ampholine PAG plate, pH 4.1—9.0. Plate stained with coomassie

brilliant blue.

Results
Persons suffering from different phases of pancreatitis and cancer of
pancreas have an extremely high level of different immunoglobulins in
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their blood serum. The patients with pancreatitis were divided into 2
groups on the basis of the clinical picture and laboratory data:
1. Acute pancreatitis or acute conditions of chronic pancreatitis (an
active phase of the disease).
2. Chronic pancreatitis in the phase of remission (an inactive phase
of the disease).
As can be seen from our earlier work, a low level of antibodies is observ-
ed in the blood of healthy persons (0.02 mg/ml), in the blood of
patients with chronic pancreatitis in the phase of remission (0.11 mg/ml),
and in the blood of patients with cancer of pancreas (0.14). In the
acute phase of chronic pancreatitis on the first days of the disease, the
amount of antibodies was 0.19 mg/ml, but it reached a rather high
level in the 2nd—3rd week.

Electrofocusing has simplified the determination of the inflammatory
processes of pancreas and cancer of pancreas. Fig. 2 gives isoelectric
focusing of four different samples of human blood serum, where sample
1 was taken from a healthy person, sample 2 from a patient with the
acute phase of chronic pancreatitis (2nd —3rd month), 3 from a patient
with cancer of pancreas and 4 from a patient with acute pancreatitis
(only 2 days of the disease).

Fig. 4. Determination of antibodies against the tissue extract of
pancreas and diagnostics of pancreatitis by affinity chromatography,
using columns with a «Lahema» synthetic hydrogel Spheron P—-1000,
bound to a tissue extract of pancreas with 2-amino-4.6-dichlortriazine.The specific proteins were washed out with a physiological solution at

pH 3.2.
healthy person;

— Л—Л— acute phase of chronic pancreatitis;
—О—О— chronic pancreatitis;
—ф—#— pancreatitis of slight cause,
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As can be seen from the figure, in a normal adult, the pancreas gives
a clear line pattern and there are strong major peaks between PI 5.9
and 6.8, and some other multiple faint peaks between PI 7.0 and 8.9.
Both chronic and acute pancreatitis give a peak at PI 5.5, but in case
of chronic pancreatitis where the amount of antibodies has increased,
a strong widening band emerges between PI 5.5 and PI 5.8. But in both
cases strong clear peaks arise at PI 7.0 and 8.9, but they are faint in
case of healthy persons and those with cancer. In case of cancer of
pancreas, a strong line arises at PI 5.1. Moreover, different blood groups
give also different blood screening due to different proteins in the blood
(Fig. 3), owing to which the blood screening of persons with similar
diagnoses but different blood groups may differ.

In these experiments both donors and patients had blood group
AB (IV).

Our experiments demonstrated that it is quite possible to diagnose
pancreatitis, one of the most serious diseases in gastro-enterology, by
using isoelectric focusing that is simple, more rapid and precise than
affinity chromatograiphy (Fig. 4).

It is clear that the problem requires further investigations.
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PANKREATIIDI ERI FAASIDE MÄÄRAMINE ISOELEKTRILISE
FOKUSEERIMISE TEEL

Artiklis on esitatud uus isoelektrilise fokuseerimise meetod, mille abil on võimalik lahu-
tada pankrease antigeene ja fermente ning selle põhjal diagnoosida pankreatiidi eri faase.
Seni kasutusel olnud afiinsuskromatograafia ei võimalda saada piisavalt täpseid tulemusi.

Тайна ЛИННАС, Хельбе НУТТ, О. КИРРЕТ

ОПРЕДЕЛЕНИЕ РАЗЛИЧНЫХ ФАЗ ПАНКРЕАТИТА
ПРИ ПОМОЩИ изоэлектрофокусирования

В статье рассмотрен новый метод изоэлектрофокусирования. Авторы пришли к выводу,
что есть возможность разделять различные антигены и ферменты панкреаса и на этом
основаннии диагностировать различные фазы панкреатита,
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	Рис. 9. Влияние аргинина и лизина в геле на градиент pH. 1 градиент pH без присутствия добавок; 2 гель содержит 1 % лизина; 3 гель содержит 1 % аргинина.

	КОМПЛЕКСООБРАЗОВАНИЕ ВАНАДИЯ (IV) С ВАНАДИЕМ (V) В СИЛЬНОКИСЛОЙ СРЕДЕ
	Рис. 1. Изменение оптической плотности в зависимости от состава изомолярной серии в системе: Cv(iV) + Cv(V) = =O,l моль/л, А, = 506 нм, /=(5,0 см. 1 0,5 моль/л H2S04, ц=l,o; 2 1 моль/л H2S04, ц=s,B; 3 3 моль/л H2S04, {.I = 5,8; 4 5 моль/л H2S04, ц = 5,8; 5 5 моль/л НСIO4, ц = 5,8. Фоновый электролит NaClO4.
	Рис. 2. Спектры поглощения ванадил-ванадатов при различной кислотности. Номера кривых от I до 5 соответствуют номерам серий в таблице; 6 раствор NH4VO3 и 7 раствор VOSO4 в 5 моль!л H2S04 при ц = 5,8'.
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	Унифицированные хроматограммы тетра- и пентациклов горючих сланцев различного возраста и степени углефикацни. Современные сапропеля: I озера Спигас, II озера Олеру; ГШ озера Тауне. Горючие сланцы: IV байсунский (Б3), V сузакский (Б3), VI кашпирский (Б2), VII сланец провинции Альберта (Канада). м-28-—н-Зб места хроматографического элюировавня н-алканов с соответствующим числом атомов углерода в молекуле; Тп пентациклы с соответствующим числом атомов углерода в молекуле; Sn стераны с соответствующим числом атомов углерода в молекуле.
	Рис. 1. Хроматограмма выделенной в тонком слое парафино-олефиновой фракции смолы. Длина колонки 50 м; внутренний диаметр 0,25 мм; скорость подъема температуры 2 град/мин; неподвижная фаза OV-101. Цифры на хроматограмме обозначают число атомов углерода в молекуле н-алкенов и н-1-олефинов. Пики олефинов соединены штриховой линией, пики парафинов сплошной,
	Рис. 2. Хроматограммы полициклических ароматических углеводородов, разделенных ТСХ на окиси алюминия. / исходная группа, выделенная из смолы. Фракции, выделенные на окиси алюминия; II антрацен-фенантреновая; 111 флуоренаценафтеновая. Длина колонки 50 м\ внутренний диаметр 0,25 мм\ скорость подъема
	Рис. 1. Кривые, характеризующие выход и распределение МКК (/) и ДКК (2) в I—VII ступенях окисления керогена кукерсита.
	Рис. 2. Масс-спектр метилового эфира тридекановой кислоты, М—22B.
	Untitled
	Рис. 3. Масс-спектр диметилового эфира тридекандикарбоновой кислоты, М—3oo.
	Рис. 4. Кривые распределения прямоцепочечных фрагментов структурных единиц керогена кукерсита в виде кислот (/), парафинов и олефинов конверсии с водным формиатом натрия (2) и парафинов и олефинов полукоксования (5),
	Рис. 1. Слева: схематическое изображение сухой колонки. Справа: расположение зон и концентрация веществ в зонах после хроматографирования смолы рабдописсита; номера зон (1 —18) соответствуют фракциям (подгруппам) в табл. 2.
	P- 2' Газовые хроматограммы первых трех фракций, разделенных хроматографированием в сухой колонке смолы рабдописсита. 1 алканы 2 алка~ аЛКеНЫ' ЦифРгЫ ('8~3°) указывают число атомов углерода в цепи я-алкана или я-алкена-1. На хроматограмме фракций линией соединены пики я-алканов. Колонка 3,6 м х 3 мм, 7% Е3Ol на целите 545.
	Рис. 3. ИК- и !Н- ЯМР-спектры фракций полициклической ароматики смолы рабдописсита. Номера (11—13) соответствуют фракциям на рис. 1 и в табл. 2.
	Рис. 4. Газовые хроматограммы фенолов смолы рабдописсита. Слева: фракция 17, выделенная в сухой колонке; справа: фенолы, выделенные из экстракта стартовой линии. Соединения: 1 фенол, 2 о-крезол, 3 м- и п-крезолы, 4 2,5-ксиленол, 5 З-метил-5-этилфенол. Колонка: 3,6 м X 3 мм, 8% апиезона L на хроматоне N-AW-HMDS.
	Рис. 1. Хроматограммы парафинов (/) и метиловых эфиров монокарбоновых кислот (//) битумоида А. Номера означают количество углеродных атомов в соединениях, i 16—i2O изопреноиды. Колонка 3,6 м х 3 мм. 7% Н 301 на целите 545 (0,125—0,16 мм).
	Рис. 2. 'Н-ЯМР- и ИК-спектры суммарных битумоидов А и С.
	Рис. 3. Хроматограммы пиролизатов нейтральных сильнополярных гетероатомных соединений (/) и высокомолекулярных кислот (//). Обозначения и условия хроматографирования рис. 1.
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	Рис. 1. Распределение по длине цепи н-алкаиов (I) и н-1-алкенов (2) в смоле высокоскоростного полукоксования кукерсита (% их суммарного содержания) и зависимость величины отношения н-1-алкены : н-алканы от числа атомов углерода в молекуле углеводорода (5). Рис. 2. Распределение по длине цепи метил-н-алкилкетонов (/) и симметричных или близких к ним н-алканонов (2) в смоле высокоскоростного полукоксования кукерсита (% их суммарного содержания).
	Рис. 1. Хроматограммы разделения с помощью ГЖХ на OV-17 смеси ПГ А2, В2, D2, Е2 и В2а в виде ТМС-производных, полученных смесями: а БСТФАпиперидин (1:1), б ТСИМ-пиперидин (1:1). I (ТМС)4 ПГ F2a, 2 (ТМС)4-9-енол-ПГ £2, 3 (ТМС)4-11- енол-ПГ D2, 4,2',5-(ТМС)2 ПГ В2, 5 (ТМС)з(ПИП) ПГ А2.
	Рис. 2. Хроматограммы анализа смесей ПГ группы Е (а) и группы F (б) с помощью ВЭЖХ на «Партисиле» в виде л-бромофенациловых эфиров: а элюент хлористый метилен : ацетонитрил (20 : 80). / ПГ £3, 2 ПГ Еъ 3 ПГ б элюент хлористый метилен : метанол (95:5). 1 ПГ Е3а, 2- ПГ f2a> 5- ПГ Гзр, 4-ПГ F Iа> 5_ ПГ Г2р) б- ПГ Гlр.
	Рис. 3. Хроматограммы разделения смесей ПГ D2, Е2, Е2а (а) и ПГ А2, В2 (б) с помощью ВЭЖХ на «Партисиле» в виде /г-бромофенадиловых эфиров, а элюент хлористый метилен : ацетонитрил (20:180). 1— ПГ 02, 2 ПГ E2l 3 ПГ Г2а; б элюент н-гексан ; хлористый метилен : ацетонитрил (70: 20:10); 1 ПГ В2>
	Fig. 1. pH gradient of a polyacrylamide plate following isoelectric focusing for 3 h.
	Fig. 2. Isoelectric focusing of four human serum samples on an ampholine PAG plate pH 4.1—9.0. Plate stained with coomassie brilliant blue. (Figs 2 and 3 drawn from the plate.)
	Fig. 3. Isoelectric focusing of different blood groups on an ampholine PAG plate, pH 4.1—9.0. Plate stained with coomassie brilliant blue.
	Fig. 4. Determination of antibodies against the tissue extract of pancreas and diagnostics of pancreatitis by affinity chromatography, using columns with a «Lahema» synthetic hydrogel Spheron P—-1000, bound to a tissue extract of pancreas with 2-amino-4.6-dichlortriazine. The specific proteins were washed out with a physiological solution at pH 3.2. healthy person; —Л—Л— acute phase of chronic pancreatitis; —О—О— chronic pancreatitis; —ф—#— pancreatitis of slight cause,
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	Рис. 2. Влияние природы и концентрации ПАВ на электропроводность мембран: I—31—3 МА-41; I'—3' МА-41П; 1"—3" растворы ПАВ; 1, 1' и 1" натриевая соль додецилового эфира сульфоуксусной кислоты; 2, 2' и 2" н-1-октилбензолсульфонат натрия; 3, 3' и з" _ NaDS. Рис. 1. Зависимость проницаемости анионитовых мембран от концентрации равновесного раствора децилсульфата натрия; 1 МА-4'l; 2 МА-4ГИ; 3 МА-41 П.
	Рис. 3. Поляризационные кривые мембраны МА-4'lИ, выдержанной в растворах: 1 0.05 н. Na2S04 и 0,05 н. Na2S04 + + s'lo"4 моль/л ПАВ; 2 додецнлсульфат натрия; 3 NaDS; 4 натриевая соль додецилового эфира сульфоуксусной кислоты.
	Рис. 4. Поляризационные кривые анионитовых мембран, выдержанных в растворе; I—31—3 0.05 н. Na2S04 +5 – Шl-4 моль/л NaDS и Г—3' 0,05 н. Na2S04 + + 5-10-3 моль/л NaDS: /, Г МА-4'lИ; 2, 2' МА-41П; 3, 3'— МА-41.
	Рис. 1. За-висимость буферной емкости от величины pH для сфокусированных амфолитов-носителей. 1 «Мурсилайт Т»; 2 «Сервалит».
	Рис. 2. Зависимость электропроводности от величины pH для сфокусированных амфолитов-носителей. 1 «Мурсилайт Т»; 2 «Сервалит»; 3 «Фармалит».
	Рис. 3. График изменения тока и напряжения в процессе ИЭФ (характер изменения напряжения для расстояния между электродами 10 см всегда один и тот же, характер изменения тока зависит от объема геля). 1 напряжение; 2 ток.
	Рис. 4. Зависимость градиента pH от концентрации электролитов NaOH и Н3Р04. 1 концентрации электролитов NaOH и Н3РО4 соответственно равны 1,5 М и 1,5 М; 2 1,0 М и 1,0 М; 3 0,1 М и 0,1 М; 4 0,06 М и 0,05 М; 5 0,05 М и 0,025 М- 6 0,05 М и 0,01 М. Кривые сдвинуты по оси абсцисс относительно друг друга на 1 см.
	Рис. 5. Зависимость градиента pH от состава электролита. 1 электролиты 0,1 М NaOH и 0,1 М Н3Р04; 2 0,5%-ный ТЕМЕД и 0,5%-ная лимонная кислота; 3 1%-ный ТЕМЕД и 1%-ная лимонная кислота; 4 0,5%-ный ТЕМЕД и 0,5%-ная лимонная кислота; 5 0,5%-ный ТЕМЕД и 0,05 М Н3Р04. Кривые сдвинуты вдоль оси абсцисс относительно друг друга на 1 см.
	Рис. 6. Зависимость градиента pH от концентрации амфолитов-носителей в геле. 1 концентрация амфолитов-носителей в геле 0,5%; 2 —1%; 3 3%; 4 —5%; 5 10%. Кривые сдвинуты вдоль оси абсцисс относительно друг друга на 1 см.
	Рис. 7. Зависимость градиента pH от концентрации раствора для насыщения. 1 концентрация раствора для насыщения 0,5%; 2 1%; 3 —2%; 4 -3%; 5 —5%; 6 10%.
	Рис. 8. Становление градиента pH во времени. 1 характер изменения pH после 30 мин ИЭФ; 2 после 1 ч ИЭФ; 3 после 2 ч ИЭФ.
	Рис. 9. Влияние аргинина и лизина в геле на градиент pH. 1 градиент pH без присутствия добавок; 2 гель содержит 1 % лизина; 3 гель содержит 1 % аргинина.
	Рис. 1. Изменение оптической плотности в зависимости от состава изомолярной серии в системе: Cv(iV) + Cv(V) = =O,l моль/л, А, = 506 нм, /=(5,0 см. 1 0,5 моль/л H2S04, ц=l,o; 2 1 моль/л H2S04, ц=s,B; 3 3 моль/л H2S04, {.I = 5,8; 4 5 моль/л H2S04, ц = 5,8; 5 5 моль/л НСIO4, ц = 5,8. Фоновый электролит NaClO4.
	Рис. 2. Спектры поглощения ванадил-ванадатов при различной кислотности. Номера кривых от I до 5 соответствуют номерам серий в таблице; 6 раствор NH4VO3 и 7 раствор VOSO4 в 5 моль!л H2S04 при ц = 5,8'.
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