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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A  

Voi. V 1958 No 2

M. WIERZUCHOWSKI *)

ZAPOCZĄTKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZĄ 
SPOCZYWAJĄCEGO PSA A ROZMIARY JEGO CIAŁA

W  pierwszych kilkudziesięciu minutach jednostajnego dowozu glikozy 
przez żyłę, ku-sercowo, stężenie tego cukru we krw i wzmaga się szczegól­
nie gwałtownie, dopóki nie rozwiną się w  pełni siły, które doprowadzają 
do usuwania go ze krwi. W  obecnych badaniach za tego rodzaju zapocząt­
kowujący okres dowozu glikozy uznano jego pierwsze 30 minut.

M ogłoby się zdawać, że odcinek ten ze względu na swą burzliwą dy­
namikę i brak ustalenia się którejkolw iek z dróg usuwania glikozy nie 
będzie się nadawał do ujęcia ilościowego. Jednak z w ielu  powodów na­
leżało sprawdzić, jaka łączność istnieje między nim a dalszym przebiegiem 
zjaw isk podczas jednostajnego wysycania glikozą [27— 34].

Zastosowano najprostszy sposób badania, a m ianowicie oznaczano przy­
rost stężenia glikozy w  tym samym zbiorniku, do którego bezpośrednio ją 
wprowadzano, to jest w e krwi. Jako szczególnego narzędzia pracy, które 
miało ułatwić rozbiór zjawisk, użyto rozległego widma prędkości dopły­
wu cząsteczek glikozy.

Okazało się, że stosunek między chyżością dowozu podłoża a w yw oła- 
nym przez nie stężeniem jego w e krw i posiada znaczną prawidłowość w  za­
stosowanych warunkach badania i nastręcza wytyczne dla przew idywa­
nia losu glikozy podczas dalszych okresów je j dowozu. W  ten sposób za­
początkowujący okres dowozu nabiera znaczenia w  rozpatrywaniu cało­
kształtu zachowania się węglowodanów w  ustroju.

POSTĘPOWANIE DOŚWIADCZALNE

Przygotowanie zwierząt (psów 9 )  [29], sposób wprowadzania rozczynu 
glikozy i nastawianie systematyczne jego stężenia w  ten sposób, by nie 
doszło do odwodnienia [31], oraz przyrządy, używane do jednostajnych

*) Adres prywatny autora: Łódź, ul. Narutowicza 54 m. 3.
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94 M. W IERZUCH OW SKI f2]

wlewań, opisano już poprzednio [31, 33]. Cukier we krw i określano metodą 
żelazicyjankową [35], cukier w  moczu polarymetrycznie z częstą kontrolą 
przy pomocy metody redukcyjnej Bertranda.

W  obecnym doniesieniu wnioski są oparte na pomiarach cukru we krwi 
szczególnie w  dwóch punktach: tuż przed dowozem glikozy oraz dokładnie, 
albo prawie dokładnie, w  połowie pierwszej godziny je j dowozu. Istnieje 
konieczność bardzo ścisłego przestrzegania czasu tego drugiego oznacze­
nia, gdyż w  pierwszej półgodzinie dowozu prędkość zwiększania się stęże­
nia glikozy we krw i na minutę ciągle się zmienia. Już niekiedy pobranie 
krw i w  27 minucie, a nawet w  29 minucie podwyższało zmianę minuto­
wą stężenia glikozy we krw i, podczas gdy pobranie je j w  parę minut po 
30 minucie dowozu obniżało ją, szczególnie przy prędkościach dowozu 
niższych, niż 5— 6 g na kg/godz. W  paru przypadkach uratowano wynik 
przy pomocy interpolacji, która wymaga jednak doświadczenia.

Źródłem nieregularności w  krzywej cukru we krw i m ogły się stać 
chwile, w  których dopełniano rozczynem cukru naczynia pomiarowe przy­
rządu wlewającego. Pobieranie próbek krw i powinno być od takich chwil 
oddalone.

W ynik i były  tym  regularniejsze, im bardziej troskliwa, bezustanna 
i bezpośrednia była opieka badającego nad danym zwierzęciem, im bar­
dziej dbano, by zw ierzę spożyło cały wyznaczony posiłek o określonej 
porze i im bardziej stałe by ły  warunki, w  których je  trzymano.

Przeważnie nie zbierano oddzielnie moczu dla pierwszej półgodziny 
dowozu glikozy, lecz tylko dla całej pierwszej godziny. Niemniej uznano 
za pożyteczne podanie łącznej godzinnej wartości cukromoczu, choć jest 
ona wyższa, niż dla samej pierwszej półgodziny. Daje jednak pojęcie 
o czynności nerki w  tym  okresie doświadczalnym.

Powierzchnię ciała psa (P  w  m2) i wskaźnik stanu odżywienia (W O) 
obliczano według wzoru C ow gill’a i Drabkina [5b]. W e wzorze W oznacza 
wagę ciała w  gramach, D —  długość ciała w  cm. Pom iar długości ciała 
wykonywano na zwierzęciu wyprostowanym, leżącym na boku, przy po­
mocy suwmiarki odpowiedniej wielkości. Oznaczano linijną odległość m ię­
dzy końcem nosa a brzegiem  otworu odbytowego. W yn ik pomnożony przez 
10  ~4 dawał powierzchnię ciała w  m2:

T 0 341
P =  6,67 • W 0,7 • g- ẑz: • 10 4.

i/ w
D _

Wskaźnik stopnia odżyw ienia jest oparty na zasadzie „pelidisi“ P ir- 
quet’a, jako stosunek wagi ciała w  gramach do długości ciała jakby w  po­
łożeniu siedzącym zwierzęcia:
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[3 ] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYC A N IA  G LIKOZĄ 95

w o  =
D

W edług przytoczonych autorów optimum  wskaźnika dla psa wynosi od 
0,29— 0,31. Poniżej tego pasa wartości zwierzęta m iały w  przybliżeniu 
wagę niższą, niżby to odpowiadało optimum  dla danej długości nosowo- 
odbytowej, a więc były wychudzone, zaś powyżej tego pasma wskaźnika 
posiadały wagę zbyt wysoką, a więc by ły  otyłe. P rzy  wytyczeniu optimum  
sąd autorów był oparty tylko na wzrokowej ocenie zasobu tkanki tłuszczo­
wej, a nie na sprawdzianach bardziej ścisłych. N ie można więc tego opti­
mum  przyjąć, jako m iary ścisłej, lecz tylko jako wartość przybliżoną, 
orientacyjną.

Osobniki badane były wszystkie dojrzałym i mieszańcami ( ~ ) .  N ie od­
znaczały się somatotypową przewagą jakiegoś typu budowy ciała. B yły  
klinicznie prawidłowe. Trzymano je  przez szereg miesięcy przed doświad­
czeniem w  klatkach metabolicznych, bez sposobności do większych w ysił­
ków fizycznych. N ie w ykazywały nagromadzeń płynu zewnątrzkomórko- 
wego (obrzęków). W  tych warunkach, z pewną ostrożnością, można przypi­
sać wybitn iejsze obniżenie się wskaźnika odżywienia mniejszej zawarto­
ści tkanki tłuszczowej, a wybitn iejszy jego przyrost ponad górną granicę 
optimum  nagromadzeniu się tejże tkanki [14].

Dawkowanie glikozy powinnoby się odbywać na jednostkę tkanki, bio­
rącej udział w  przetwarzaniu glikozy. Substancje, odkładane zewnątrz 
lub wewnątrz komórek, nie powinny by być brane w  rachubę przy dokład­
nym dawkowaniu glikozy, które bierze pod uwagę tylko jej przetwarza­
nie. Do tych ciał należą: tkanka kostna zewnątrzkomórkowa, tłuszcz, w o ­
da i glikogen. Z tych ciał przede wszystkim wchodzi w  rachubę tłuszcz.

Skoro jednak nie można było stosować dawkowania na jednostkę tkan­
ki przetwarzającej, należało z tego wybrnąć ugodowo przez dawkowanie 
na jednostkę ustroju o pewnej przeciętnej zawartości ciał odkładanych, 
mieszczącej się w  ramach przeciętności somatotypowej, w  ramach opti­
mum  stanu odżywienia, w obrębie wpływu takiej samej diety. Dlatego 
przy wszystkich prawie wartościach podano wskaźnik odżywienia, który 
pomoże ocenić każdą wartość z osobna, oprócz tego również wagę, po­
wierzchnię i temperaturę ciała, zmierzoną w  odbytnicy. Jeżeli w  w yk re­
sach brak jakiejś danej, oznacza to, że nie wykonano jej pomiaru.

STOSOWANE DIETY

Dieta mieszana nr 1 zawierała na kg wagi ciała na dobę 10,9 g skrobi,
4,2 g tłuszczu, 3,2 g białka, łącznie 96,5 kcal. W  diecie tej 46,3% 
ciepła było pokryte przez węglowodany, 40,0% przez tłuszcze, a reszta
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96 M. W IERZUCHOW SKI [4 ]

przez białko. Tłuszcz zaspokajał więc dość znaczną część potrzeb kalo­
rycznych. U szeregu zwierząt, które otrzym ywały tę dietę, oznaczano 
podstawową spoczynkową wytwórczość cieplną. Dieta pokrywała pod­
stawowy wydatek cieplny w  232°/o, czyli 132°/o ponad poziom podstawo­
wy. Dla zwierząt mało ruchliwych mogła być nieco przekarmiającą. Po­
dawano ją w  całości, w  dawce jednorazowej, o stałej godzinie. Zwierzęta 
spożywały ją same. Zawierała nieco mniej, niż 1 g soli kuchennej na kg 
wagi ciała na dobę, czyli w ięcej, niż się podaje w  zwyczajnych, znajdują­

cych się w  handlu pokarmach dla psów. W  przyszłości zastosuje się w  tej 
diecie mniejszą dawkę NaCl. Skład diety: kaszy jęczmiennej 150 g, march­
w i 100 g, pietruszki 50 g, mięsa końskiego 100 g, smalcu w ieprzowego 40 g, 
soli kuchennej 10 g, wysuszonych kości 30 g, na 10 kg w agi ciała na dobę. 
Pokarm  gotowano krótko.

Dietą mieszaną nr 2 podawano przez zgłębnik żołądkowy jednemu tylko 
zwierzęciu, Andro. Posiadała ona tę zaletę, że chwila je j całkowitego po­
dania była dokładnie stale ta sama i cały posiłek w  ciągu niewielu minut 
dostawał się do żołądka. Znajdowało się w  niej na kg wagi ciała na dobę:
9,7 g skrobi, 2,1 g tłuszczu, 1,5 g białka, łącznie 65,7 kcal. W  pokryciu ka­
lorycznych potrzeb węglowodany stanowiły 60,4%, tłuszcze 30,1%, resztę 
zaś białko. Podstawowa spoczynkowa wytwórczość cieplna tego osobnika, 
oznaczona pomiarami wym iany gazowej, była zaspokajana przez tę dietę 
w  161%, czyli zawierała ona 61% nadwyżki ponad potrzeby podstawowe. 
N ie  dodawano do niej NaCl. Dodawano po 2,3 g kości suszonych na kg 
w agi ciała. Przy prawie tej samej zawartości węglowodanów, co dieta 
nr 1 , zawierała ona tylko połowę zawartości tłuszczów i białek diety nr 1 . 
Przyjęto , że obie diety były  wchłaniane w  jelicie całkowicie. Skład: kaszy 
jęczmiennej 250 g, serca wołowego 50 g, smalcu w ieprzowego 30 g, na 

zw ierzę o przeciętnej wadze 17,4 kg. Pokarm rozgotowany był w  stanie 
półpłynnym.

ZASTOSOWANE SYMBOLE ORAZ OBLICZENIA

Przez C oznaczano stężenie cukru, przez Ck—  stężenie jego w e krwi 
pełnej, wyrażone w  mg/l00 ml krwi. Naczynie, z którego pobrano krew, 
oznaczano początkowymi literami łacińskiej nazwy danego naczynia, 
umieszczonymi po k u dołu litery C, a więc C hvj oznacza stężenie cukru 
we krw i V. 'jugularis ext. Czas pobrania próbki krw i zaznaczono u góry C 
po prawej stronie. Tam również umieszczano odcinek czasu, w  ciągu któ­
rego mierzono zmianę stężenia cukru we krwi. Grecką literą A określano
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15] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYC AN IA  GLIKOZĄ 97

różnicę m iędzy jednym a drugim poziomem cukru w e krw i w  badanym 
odcinku czasu. W ten sposób najczęściej używany symbol A CJ'~30’ jest 
zmianą stężenia cukru we krw i ży ły  jarzmowej zewnętrznej pomiędzy 
punktem zero doświadczenia, czyli jego początkiem, a końcem 30 minuty 
jego  trwania, połączonego z jednostajnym dowozem glikozy.

Jak poprzednio [29] obliczano prędkość przetwarzania glikozy według 
wzoru:

V a jest prędkością przetwarzania g likozy w  g/godz. na m2 powierzchni 
ciała (P), I  oznacza ilość glikozy dostarczanej dożylnie w  g/godz. na całe 
zwierzę, E  —  wydalanie g likozy z moczem w  danym odcinku doświadcze­
nia w  g/godz. na całe zwierzę, Ckn jest stężeniem cukru we krw i w  mg/100 
ml na początku danej godziny dopływu glikozy, zaś Ck(n+1)—  na końcu roz­
patrywanej godziny.

Stałe dla równań obliczano metodą najmniejszych kwadratów [17]. 
Stałą bp dla równania prostej, przechodzącej przez skrzyżowanie osi 
współrzędnych osiągano z wzoru:

Podobnie obliczano stałe bw, 5 ^3  4 i b |ro,73-

Stałe a i bp dla równania prostej, nie przechodzącej przez skrzyżo­
wanie współrzędnych, otrzym ywano z dwóch wzorów:

Znak V l wyraża prędkość dowozu glikozy na m2/godz., AC°k~ 30/t —  
zmianę stężenia cukru we krw i (g likozy) na minutę w  mg/100  ml, zaś 

symbol n określa liczbę wykonanych doświadczeń.

Dla oceny rozsiewu poszczególnych oznaczeń użyto zwyczajnych spo­
sobów statystycznych [23], a mianowicie odchylenia wzorcowego

_ / £  (x  —  ¿ j2 ,, .. . , . 1 0 0 -a
a =  1/ —  ---- -— , oraz współczynnika zmienności =  — =— , x  ozna­

cza poszczególne oznaczenie, zaś x —  średnią oznaczeń.

V a p

T ( V ,.)2

2  (J C » '- » ',  t) =  o • n +  ,

2 |(zic»;-s“-/t)■ (V,)| = a - S V ,  +  b’p -S (V ,Y
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98 M. W IERZUCH OW SKI [6]

WYNIKI

1. Początkowy przyrost minutowy cukru we krwi u pierwszej grupy psów
prawidłowych

Przykład obliczeń

Przykład obliczenia początkowej zmiany minutowej stężenia cukru 
we krw i na psie Ordo. podano w  tablicy 1. Stężenie cukru we krw i V. ju- 
gularis ext. tuż przed dowozem glikozy (C* •) odejmowano od stężenia 
cukru we krw i w  połowie pierwszej godziny dowozu glikozy z rozmaitymi 
prędkościami (C ^ )  i dzielono przez liczbę minut (t), która upłynęła od 
chwili rozpoczęcia jednostajnego dowozu. W  ten sposób otrzymywano 
różnicę w  poziomach cukru we krwi, przypadającą na jedną minutę do­
wozu pomiędzy chwilą jego rozpoczęcia a jego 30 minutą:

=  yt .

Zasadniczo wartość AC0̂ 30'jt  nazwano „zmianą” minutową, a nie „przy­
rostem” minutowym, gdyż tylko w  pierwszych 30 minutach dowozu g li­
kozy wartość ta jest zawsze dodatnia, a więc jest przyrostem. Natomiast 
w dalszych okresach dowozu może się ona stać ujemna i w tedy jest „ubyt­
kiem ” (por. rys. 6 ). Nazwa musi więc zawierać jedną i drugą m ożli­
wość. Przyjęto, że różnica m iędzy stężeniem wstępnym cukru we krwi, 
a stężeniem jego w połowie pierwszej godziny dowozu, praktycznie bio­
rąc, oznacza przyrost stężenia czystej g likozy we krwi, co jest tylko tym ­
czasowym założeniem. W  obecnych badaniach rozważano niemal wyłącz­
nie tylko 30-minutowy odcinek początkowego okresu dowozu, dlatego 
prawie równie dobrze można było przyjąć, jako wartość miarodajną, pół­
godzinny przyrost glikozy we krw i w  tym okresie, co też zaznaczono na 
rysunkach po ich prawej stronie.

Dane w  tablicy 1 odznaczają się tym, że badane zwierzę nie tylko 
znajdowało się w pasie optimum  wskaźnika odżywienia, ale jeszcze w do­
datku niemal dokładnie w połowie tego pasma (przeciętny wskaźnik 
odżywienia 0,298). Stosownie do omówionego uprzednio punktu widzenia 
zw ierzę to posiadało więc przeciętne stężenie tkanki czynnej przetwórczo 
oraz przeciętne stężenie ciał odkładanych, prawdopodobnie nieczynnych 
bezpośrednio przetwórczo. Z tego względu dawkowanie glikozy mogło być 
uznane umownie za poprawne, a wyniki za wzorcowe.

W  miarę wzrostu dowozu glikozy na jednostkę powierzchni, czy też 
wagi ciała wzmagają się początkowe zmiany minutowe stężenia glikozy 
we krwi. Gdy je wykreślić w  układzie dwóch prostokątnych współrzęd­
nych na osi rzędnych w  stosunku do prędkości dowozu, V,-, wyznaczonej

http://rcin.org.pl



\

T a b l i c a  1

P rz y k ła d  o b licz e n ia  sta łych  d la  d ośw iad czeń  na os o b n ik u  O rd o . ( ę ) .  D łu g o ś ć  cia ła  73,56 cm . P od s ta w ow a  iv y tw ó rczo ś ć  c iep ła  w o k res ie  p o b ie ra n ia  k rw i w s tę p n e j (C ^Vj )  33,92 k ca l na m 2/godz, 
z w a h a n iem  od s e tk ow y m  +  4,72°/o. P od s ta w ow y  ca łk o w ity  ilo ra z  od d ech ow y  0,721, p oza b ia łk ow y  ilo ra z  od d ech ow y  0,707. T łu szcz  zaś p o k ry w a ł 87°/u p od s ta w ow e j w y tw ó rc zo ś c i c ie p ln e j, resz ­

tę  zaś b ia łko . W lew a n ie  g lik o z y  ro zp oczy n a n o  w 24 g od z in y  po o s ta tn im  d ob o w y m  pos iłku . D ie ta  n r  1

K o le j­
ność

dośw iad ­
czeń

W aga
ciała

kg

P ow ie rzch ­
nia ciała

m 2

W skaźn ik
odżyw ie ­

nia

Tem pe­
ratura  
w  od­

bytnicy

Dowóz glikozy  
w  g na godz na Cukier w e k rw i

Różnica

¿ c 0; - 30'

mg/100 ml

Początkowa zm iana  
m inutowa stężena 
glikozy w e  k rw i,

^ ' h

mg/100 m l na m in

Stałe

G likoza w  moczu, 
p ierw sza godzina

g na m 2/godz

b lV

a c ° ; - 30'

b w m

A r 0' - 30’a ^ k v j

bp

A C t f 0'
I

W

kg

I
W 3/'4

kg34

I

P~

m 2

p0'
^kv j

mg na 

100 ml

p30'
^k v j

mg na 
100 ml - i ł ‘ w P - i

7 10,44 0,496 0,297 38,5 1 1,80 21,1 90,0 179,0 89,0 3,0 3,00 1,67 0,142 0

8 10,12 0,491 0,294 38,9 2 3,57 41,2 96,2 272,8 176,6 5,9 2,95 1,65 0,143 1,4

9 10,33 0,494 0,296 38,7 3 5,38 62,7 92,4 388,0 295,6 9,9 3,30 1,84 0,158 7,1

1 10,01 0,491 0,293 38,2 4 7,11 81,6 94,0 495,0 401,0 13,4 3,35 1,88 0,164 12,5

12 10,76 0,502 0,300 39,1 4 7,2 4 85,7 102,7 539,3 436,6 14,6 3,65 2,02 0,170 12,3

11 10,82 0,503 0,300 38,9 4 7,26 86,1 95,0 437,9 342,9 11,4 2,85 1,57 0,132 15,7

2 10,30 0,494 0,296 38,4 5 8,96 104,2 92,0 561,0 469,0 15,6 3,05 1,74 0,150 21,0

13 10,77 0,502 0,300 38,7 5 9,06 107,3 104,6 596,8 492,2 16.4 3,28 1,81 0,153 21,8

3 10,36 0,495 0,296 38,5 6 10,76 125,6 92,0 787,0 695,0 23,2 3,87 2,16 0,185 24,0

14 10,67 0,500 0,299 38,6 6 10,84 127,9 100,0 637,0 537,0 17,9 2,98 1,65 0,140 28,7

18 10,34 0,495 0,296 38,6 7 12,55 146,3 104,0 837,0 733,0 24,4 2,49 1,94 0,167 41,3

4 10,90 0,504 0,301 38,2 7 12,72 151,3 93,0 810,0 717,0 23,9 3,41 1,88 0,158 27,6

20 10,36 0,495 0,296 38,8 8 14,35 167,4 104,0 809,0 705,0 23,5 2,94 1,64 0,140 49,8

5 10,75 0,502 0,300 38,7 8 14,48 171,4 99,0 973,0 874,0 29,1 3,64 2,01 0,170 40,8

19 10,52 0,498 0,298 38.7 9 16,31 190,2 101,0 970,0 869,0 29,0 3,22 1,79 0,153 54,6

6 10,76 0,501 0,300 38,7 9 16,30 193,0 101,0 1005,0 904,0 30,1 3,55 1,85 0,156 52,1

Średnia 10,51 0,498 0,298 38,6 97,6
<j........................................................................
W spółczynnik  zmienności, % . .

3,270 

. 0,295 

. 9,05

1,818
0,162
8,88

0,1551
0,0138
8,91
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[7] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYCANIA GLIKOZĄ 99

na osi odciętych, leżą one w  przybliżeniu na linii prostej, co widać z rys. 1 

(prosta dla psa Ordo.), według równania y =  bx, które w  tym  przypadku 
przybiera postać:

z1C°'_307t — b • —-ZJ' - k v j  UP p  '

W  równaniu tym  bp jest stałą, występującą wtedy, gdy dawkę g li­
kozy wyraża się w  gramach na m2 powierzchni ciała na godzinę. Ponieważ

p — V i , w ięc równanie to przybiera kształt:

/|C®’—30'/+ _  U . y  hvj  UP v i -

Prosta ta zdaje się przechodzić przez punkt zerowy układu. Stałą bp 
dla każdego poszczególnego oznaczenia obliczono, dzieląc parametr na osi 
rzędnych przez parametr na osi odciętych:

A C « '-30'

b" = - r y - = t 8 a -

Stała bp stanowi więc wartość kierunkową, która oznacza nachylenie 
prostej w  stosunku do osi odciętych, a zatem charakteryzuje dynamikę 
zmiany stężenia glikozy we krw i w początkowym okresie wlewania 
(Tabl. 1). Wartość ta waha się u danego osobnika m iędzy 0,133 a 0,185. 
N ie wykazuje szczególnych odchyleń w  rozmaitych częściach swego prze­
biegu. Jej przeciętna równa się 0,1551. Stała bp oznacza o ile mg/100 ml 
krw i żylnej powiększa się przeciętnie stężenie g likozy we krw i na m i­
nutę, gdy się wprowadza dożylnie jednostajnie 1 g glikozy na m2 po­
wierzchni ciała na godzinę, czyli 16,7 mg na m2 na minutę. Dawka g li­
kozy wahała się od 21,1 do 193,0 g na m2 na godzinę.

Sposób ten ze względu na swe zalety, które zostaną omówione w roz­
dziale 4. (,,Stała bp z rozmaitych punktów widzenia” ) oraz w  „O m ów ie­
niu” właściwym, został zastosowany w  przeważającej części obecnego 
sprawozdania.

A le  tu i ówdzie wyłoni się konieczność wprowadzenia także innego 
rodzaju stałych b, obliczonych dla inaczej wyrażonej dawki glikozy. Gdy 
dawkę glikozy podać na wagę ciała podniesioną do potęgi 3/4, czyli 0,75, 
wtedy ilość glikozy, wprowadzona na jednostkę tak zmniejszonej wagi

ciała, wynosi 5 stała b będzie więc odmienna i posiada dla tego spo­

sobu symbol b ̂ 3/4 :

^C°ktj S° / t  —  b ^ r B / 4  • - ę y g / 4  .
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100 M. W IERZUCH OW SKI [8]

Z tego stała:

b̂ .3/4
A r ° ' - S/AKykvj

1
1‘ W 34

została podana dla przykładu w  tablicy 1 dla dawek od 1,80 do
16,30 g na kg34 na godzinę. Dla badanego osobnika stała ta waha się po­
m iędzy 1,57 a 2,16 mg/100 ml na minutę, czyli o ty le  przyrasta na m i­
nutę stężenie glikozy w  100  ml krwi, gdy się wprowadza 1 g glikozy na
kg34 wagi ciała na godzinę. Średnia stałej wynosi 1,818.

N ieco lepsze w yniki uzyskano, gdy dawkę glikozy wyrażono na wagę 
ciała, podniesioną do potęgi 0,73. Tak uzyskana stała miała symbol 
b u/0,73. Czwarty sposób określa dowóz glikozy w  gramach wprost, na kg

wagi ciała na godzinę, a więc Stała ma znak b^ , a wzór na stałą ma 

postać:
, ię 0 '- 3 0 '

7 —

‘ w

Według tablicy 1 waha się ona dla dawek od 1 do 9 g na kg/godz od 
2,49 do 3,87 mg/100 ml na minutę, gdy się dowozi 1 g glikozy na kg 
wagi ciała na godzinę. Jej wartość przeciętna: 3,270.

Podany w  tablicy 1 współczynnik zmienności dla trzech stałych waha 
się w  podobny sposób, pomiędzy 8,88— 9,05%. Ponieważ waga ciała nie 
wykazuje wybitniejszych odchyleń, lecz utrzymuje się na stałym pozio­
mie, nie widać przewagi żadnego z trzech sposobów obliczeń. Zalety 
stałej bp wystąpią po wprowadzeniu osobników o rozmaitej wadze ciała.

Być może byłoby lepiej zastosować w  mianowniku powyższych w zo­
rów  dawki glikozy na minutę, a nie na godzinę, gdyż zmiana stężenia 
glikozy we krw i zostaje podana na minutę. N ie  zmieniłoby to wzajem ­
nego stosunku stałych i ich znaczenia, zwiększyłoby tylko 60-krotnie bez­
względną wartość stałych. Ponieważ jednak w  obecnych badaniach po­
dawano zawsze dawkę na godzinę, więc w  tej też postaci wniesiono ją 
w e wzory. Na rys. 1 wyznaczono obok danych osobnika z tablicy 1 także 
jeszcze wartości dla trzech innych osobników.

Cztery psy

W  rys. 1 należy zwrócić uwagę na to, że u trzech z czterech badanych 
osobników, a mianowicie u Ordo., Mess. i Andro. waga, powierzchnia,

http://rcin.org.pl
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Rys. CL. Cztery psy (9 )  praw id łow e , spoczywające w  w arunkach  wzorcowych, n ie- 
uśpione. T rzy  osobniki po diecie nr 1 (Ordo., Mess., Zu l.), jeden po diecie nr 2 

(Andro.). Jednostajny dowóz glikozy przez żyłę. Początkowa zm iana m inutowa stę­
żenia glikozy w e  k rw i w e V. ju g u la r is  ex t. w  ciągu pierwszej półgodziny dowozu. G li­
koza w  moczu z całej p ierwszej godziny dowozu. 52 doświadczenia. Jeżeli na tę 
samą prędkość dowozu przypada szereg doświadczeń, dodawano cyfry  od 1 w zw yż  

dla utożsamienia danego doświadczenia poprzez wszystkie poziomy wykresu.
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19] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYCANIA  GLIKOZĄ 101

wskaźnik odżywienia i temperatura ciała w  przebiegu badań zachowy­
w ały się jednostajnie. Natomiast czwarty osobnik, Zul., wykazu je m iędzy 
dowozem 60 a 160 g na m2/godz niższą wagę ciała, a wraz z tym  niższy 
wskaźnik odżywienia, niż dolna granica optimum, a mianowicie poniżej 
0,28. Również jego temperatura ciała jest na tym obszarze dowozu często 
wyższa, niż u trzech innych osobników. Zw ierzę to było wrażliwsze, niż 
trzy inne osobniki, ale żadnych odchyleń klinicznych poza tym i nie w y ­
kazywało. Te skazy wyodrębniają jednak to zwierzę od innych.

Przeprowadzenie całkowitego szeregu badań, poprzez wszystkie pręd­
kości dowozu glikozy, wymagało na każdym osobniku do 2 lat, czyli od­
powiadało w  przybliżeniu 1/5 przeciętnego wieku psa.

Stała bp miała u tych 4 osobników następującą wartość przeciętną 
i rozsiew punktów; dla porównania z nią podano również przeciętne stałe 
0 ^ 8  4 i

Pies Liczba
punktów

Przecięt 
na stała

be

M in i­
m um

M ax i­
mum

Odchyle­
nie w zo r­

cowe

W spó ł­
czynnik 
zmien­
ności, %

Przecięt­
na stała

*V 3  4

Przecięt­
na stała

V

Andro. 13 0,1466 0,131 0,162 0,0101 6,89 1,825 3,702
Ordo. 16 0,1551 0,133 0,185 0,0138 8,91 1,818 3,270
Mess. 11 0,1658 0,142 0,181 0,0131 7,89 1,992 3,437
Zul. 12 0,2056

0,1692

0,177 0,244 0,0228 11,08 2,263 3,859

W  powyższej tablicy szczególnie godne uwagi jest to, że stała bP jest 
najniższa u Andro. (0,1466) a najwyższa u Zul. (0,2056). Mniej w ięcej po­
dobnie przedstawia się stała bw3 / 4  u tych obu osobników, niska u Andro., 
wysoka u Zul. Natomiast w  stałej bw już nie można odczytać tego biegu­

nowo przeciwnego zachowania się stałej, gdyż Zul. i Andro. wykazują 
dwie najwyższe wartości (3,859, 3,702). Szczegół ten zostanie naświetlony 
w  dalszych częściach niniejszego rozdziału.

Tak uzyskaną stałą bP sprawdzono metodą najmniejszych kwadratów, 
już to według równania, w  którym  prosta biegnie przez skrzyżowanie osi 
współrzędnych, już to według innego, w  którym  prosta jest oddalona od 
skrzyżowania osi o stałą a na osi rzędnych:

Umyślnie podano w  stałych bp i b'p dowóz glikozy na minutę, a nie 
na godzinę (1 g na m2/ god z=1 6 ,7  mg na m2/min), by uwidocznić, jaka
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102 M. W IERZUCHOW SKI

Prosta przechodzi przez punkt ze­
row y  osi w spółrzędnych w ed łu g  
w zoru :

Prosta nie biegnie przez punkt ze­
row y  osi w spółrzędnych, w ed ług  
równania:

Pies ¿ c ? '-80'/ t  =  bp - F , —30' . i i '  i
ACkvj * — a r b p -  1 /

stała bp stała a
,

stała bp

m g na 100 ml/min na 16.7 m g g li­
kozy na m 2/min

mg/100 ml 
na min

mg na 100 ml/min na 
16,7 mg glikozy na 
m 2/min

Andro. 0,1465 0,29 0,1445

Ordo. 0.1567 —  0,22 0,1582

Mess. 0,1660 0,12 0,1648

Zul. 0,2078 0,26 0,2056

Przec ięt­
na 0,1693 0,11 0,1683

część dowożonego podłoża gromadzi się przeciętnie w 100 ml krwi. 
Z grubsza 1/100 minutowego dowozu gromadzi się w 100 ml krw i na m i­
nutę. Gdy wyznaczyć z wykresu [10] objętość krwi, jaką przypuszczal­
nie posiadały 4 psy i obliczyć ją  na m2 powierzchni ciała, wynosi ona 
przeciętnie 1,9 1 na m2. Zatem z dowożonych na minutę na m2 każdych
16,7 mg glikozy, przy użyciu stałej bp, co najmniej 3,2 mg pozostawały 
we krw i (0,1693 • 19 —  3,22 mg). A le  objętość krw i powiększa się w  miarę 
wzmagania dowozu glikozy, więc i ta ilość musi wzrastać.

Stała a, która wskazuje na odchylenie prostej od skrzyżowania osi 
współrzędnych, jest tak nieznaczną cyfrą, a równocześnie b'p jest tak po­
dobne do bpj że należy uważać za udowodniony fakt, wyraźnie zresztą w i­
doczny wprost z rys. 1 , iż linie przeprowadzone przez wartości początkowej 
zmiany minutowej stężenia g likozy we krw i są prostymi i w  granicach 
błędu doświadczalnego przechodzą przez punkt wyjścia osi współrzęd­
nych przy wszystkich zastosowanych Vi w  ciągu długich okresów życia 
psa. Na tym spostrzeżeniu oprą się dalsze rozumowania. Należy jednak 
zaznaczyć, że wynik taki otrzym uje się przy oznaczeniu licznych punktów 
na rozległej skali prędkości dowozu glikozy, które sięgały 204 g na 
m2/godz, czyli ponad 1,1 gramocząsteczki na m2/godz.

Należało określić, jakie jest znaczenie stałej bp, przede wszystkim zaś, 
jaki ma ona związek ze zdolnościami przetwórczym i ustroju.

Syntetyczna ocena zdolności przetwórczej 4 psów

Po pierwszej półgodzinie wlewania glikozy następował jeszcze okres 5,5 
godzin dalszego je j dowozu z taką samą prędkością. Dla oceny ilościowej
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Prędkość dowozu glikozy, g na m2/godz.
Rys. 2u Dalsze przetwarzanie glikozy podczas sześciu godzin dowozu glikozy u  czte­
rech osobników  z rys. 1. W yrażono  je w  postaci przeciętnego przetw arzan ia w  ciągu 

sześciu godzin, oraz przeciętnego podniesienia się poziomu glikozy w e k rw i ponad  

wartość wstępną. Porów nano  je z początkowym  przyrostem  glikozy we k rw i 
w  pierwszych 3'0 m inutach dowozu, wyrażonym  w  postaci stałej bp . W artości prze­
ciętne przetw arzan ia i przyrostu glikozy dla każdego psa z osobna połączono lin ia­
mi. Znam ienne ułożenie linii wobec siebie: przeciętny przyrost glikozy w e k rw i 
dla sześciu godzin i stałe bp ustaw ia ją  się w  tym sam ym  porządku, natomiast k rzy ­

w e przetw arzan ia u staw ia ją  się odwrotnie d la 4 osobników.
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111] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYCANIA  GLIKOZĄ 103

przetwarzania podczas 6 -godzinnego dowozu użyto dwóch sprawdzianów: 
a) przeciętnej prędkości przetwarzania (V a), oraz b) przeciętnego przyrostu 
g likozy w e krw i ponad poziom wstępny. W  rys. 2 zestawiono te dw ie w ar­
tości ze stałą bp odpowiednich doświadczeń, a więc z przyrostem glikozy 
we krw i w  pierwszej półgodzinie dowozu, odniesionym do prędkości do­
wozu.

Przeciętny przyrost g likozy we krwi podczas całych 6 godzin dowozu 
wykazuje, że to samo stopniowanie trudności w rozporządzaniu glikozą, 
jakie przedstawia stała bp w  pierwszej półgodzinie wstrzykiwania, istnieje 
nadal w  ciągu całych 6 godzin wlewania. N ie występuje ono wyraźnie 
m iędzy V t 20 a 60 g na m 2/godz, gdyż na tym  odcinku zaznacza się ono 
tylko m iędzy Zul. a Andro., które reagują krańcowo odmiennie. Dopiero 
powyżej V i 60 g na m2/godz rozsuwają się krzywe przeciętnego 6-godzin- 
nego przyrostu glikozy w e krwi. Ujawnia się wzajemny ich stosunek taki 
sam, jak w  stałej bp : najłatw iej usuw’a glikozę ze krw i pies Andro., mniej 
łatwo Ordo., trudniej Mess., ale uderzająco trudno Zul.

Choć różnice te nie są w ielk ie i nie zawsze stałe, nie ulega wątpli­
wości, że cecha, która zjaw ia się w  pierwszej półgodzinie dowozu przy 
nieustalonej jeszcze dynamice usuwania, utrzymuje się podczas dalszego 
kilkugodzinnego wysycania glikozą i, że u jednego i tego samego osob­
nika trwa albo pojawia się często latami. Szczególnie jednak wyraźnie 
wynurza się dopiero przy silniejszym nasyceniu podłożem. To jeszcze nie 
wyjaśnia, jaka droga usuwania glikozy gra w tym zjawisku rolę.

Dopiero można o tym  wnosić z przeciętnego 6 -godzinnego przetwarza­
nia glikozy (dolna część rys. 2). Pomiędzy V. 20 a 60 g na m2/godz., nie 
widać jeszcze wyraźnej różnicy m iędzy 4 osobnikami. K rzyw e rozpoście­
rają się dopiero przy wyższych V., ale w porządku odwrotnym, niż stała 
b > i przeciętny przyrost glikozy we krwi. K rzyw a dla Andro. przebiega 
najwyżej, zgodnie z najniższą stałą bp i najniższym 6 -godzinnym przy­
rostem glikozy we krwi, zw ierzę to przetwarza najsilniej. Natomiast Zul. 
ob jaw ia na ogół przetwarzanie najniższe zgodnie z wysoką stałą bp i w y ­
sokim 6-godzinnym przybytkiem  glikozy we krwi. Dwa pozostałe psy 
utrzymują się m iędzy powyższym i dwoma, podobnie, jak ich stałe bp 
i ich 6 -godzinne zwiększenie stężenia g likozy we krwi.

Zadaniem niniejszego doniesienia jest, m iędzy innymi, naświetlenie, 
która z użytych stałych najwierniej oddaje całokształt zjaw isk usuwania 
g likozy ze krwi. Jest to zadanie niełatwe. Użyte stałe mają zrównać obie 
strony równania, w  którym po jednej stronie znajduje się przyrost minu­
tow y glikozy w e krw i, z drugiej zaś prędkość dowozu. Stałe te dadzą się 
podzielić na dwie grupy, sobie przeciwstawne. W  jednej z nich przyrost 
g likozy zostaje uzależniony od dawki na wagę ciała (W 1,00), w tedy stała
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ma symbol bw, w  drugiej zaś od dawki na wagę ciała do potęgi wahającej 
się m iędzy 0,7 (czyli powierzchnia według Cowgilla i Drabkina) a 3/4 

(= 0 ,7 5 ) i w tedy stała posiada znak bp (lub podobne: b^o.73 i br3/4) . 
W toku niniejszej pracy w yłon i się szereg dowodów, przemawiających za 
bp (i podobnymi). Jednym z dość przekonywujących jest następujący, za­
warty na rys. 2 .

Otóż na rys. 2., stała bp i „G likoza przetworzona” są podane na m2, 
lecz przeciętny przyrost g likozy we krw i podczas sześciu godzin dowozu 
glikozy jest wyznaczony, jako stężenie, a w ięc cecha niezależna od roz­
miarów ciała. A  jednak jego wartości układają się w  rodzinie krzywych 
tak samo, jak stała bp i oczywiście odwrotnie, niż krzyw e glikozy prze­
tworzonej. Jest to dowód, że stała bp, a więc na powierzchnię ciała, od­
daje w iernie i logicznie także dalsze rozsunięcie krzywych przeciętnego 
stężenia glikozy we krwi, które panowało podczas dalszych godzin do­
wozu. (N ależy się tu zastrzec, że twierdzenie, iż „stężenie glikozy w e krw i 
jest cechą niezależną od powierzchni ciała” , jest tylko założeniem tym cza­
sowym. Z dalszego wywodu okaże się, że przyrost stężenia glikozy we 
krwi w  istocie rzeczy jest zależny od powierzchni ciała lub funkcji po­
dobnych, i właśnie dlatego biegnie równolegle do stałej bp ).

Natomiast stała bw nie godzi się z dalszym przebiegiem  stężenia g li­
kozy we krwi. A lbow iem  przeciętna stała bw (podana w  tablicy, zawartej 
w  ustępie „Cztery psy” ) wynosi dla Andro. 3,702, dla Ordo. 3,270, dla 
Mess. 3,487, zaś dla Zul. 3,859. Z tej stałej wynikałoby, że najtrudniej 
usuwają glikozę ze krwi Andro. i Zul., zaś łatwiej od nich usuwa Mess., 
a najłatw iej Ordo. Taki układ początkowych stałych jest zupełnie sprzecz­
ny z rozmieszczeniem rodziny krzywych przeciętnego stężenia g likozy 
we krw i podczas całych sześciu godzin dowozu. Dlatego stała bw nie od­
powiada całokształtowi zjawisk usuwania, a w  danym przypadku w  szcze­
gólności przetwórczego usuwania glikozy, w  tym  zespole danych.

Poszukiwania allometryczne

Ze względu na swą regularność i prostotę kinetyka zapoczątkowującego 
wysycania glikozą nadawała się do opracowania allometrycznego. A llom e- 
tria jest sposobem matematycznym ujęcia wzajemnego stosunku dwóch czę­
ści lub składników ustroju, czy to pod względem  wielkości, czy też stęże­
nia [4b], W  obecnych badaniach dwiema częściami porównywanymi są:
a) narządy, które usuwają glikozę ze krwi, i b) środowisko, w  którym  krąży 
dostępna dla nich glikoza. Należało określić ich wzajem ny stosunek. W  tym 
celu zbudowano sposoby obliczeń. Jednym z nich, k tóry zasługuje na pod­
kreślenie, jest podana w yżej zgodność wzajemnego stosunku stałych bp
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dla szeregu osobników z wartościami niezależnymi od powierzchni ciała 
przeciętnego 6-godzinnego przyrostu glikozy we krwi. N iektóre dalsze 
sprawdziany zostaną podane w  dalszych rozdziałach obecnego doniesienia 
lub w  dalszych pracach.

Odrębności osobnicze 4 psów w świetle stałej bp

a) Pies Andro.
Już to samo, że Andro. otrzym ywała dietę nr 2 z mniejszą o połowę 

zawartością tłuszczu i białka, niż u innych osobników, przy takiej samej 
ilości węglowodanów, mogło się przyczynić do żywszego przetwarzania 
glikozy, niż u trzech innych psów (w p ływ  diet w  dalszych doniesieniach). 
Jej przeciętny wskaźnik odżywienia (0,306) stał dość blisko środka pasa 
optimum  i dość blisko wskaźnika psa Ordo. (0,298) i Mess. (0,309), które 
dostawały dietę nr 1 , wobec tego je j zawartość tkanek czynnych prze­
twórczo była podobna, jak u tych dwóch zwierząt.

Niska stała bp psa Andro. nie została wywołana zwiększonym prze­
puszczaniem glikozy przez nerki, gdyż, jak widać z rys. 1 , wydalanie 
glikozy przez Andro. w  pierwszej godzinie dowozu jest w ybitn ie niższe, 
niż u 3 innych zwierząt, zgodnie z mniejszym gromadzeniem się glikozy 
we krwi. A le  prócz tego Andro. posiadała pewne cechy osobnicze, które 
dawały je j ustrojowi lepsze warunki do przekształcania glikozy, a mia­
nowicie:

1) Miała wyższą podstawową wytwórczość cieplną (42,73 kcal na 
m2/godz), niż inne osobniki i niż Ordo. (36,79 kcal na m2/'godz).

2) P rzy  obliczeniu sposobem Rubnera, wykazywała wyższe swoisto- 
dynamiczne działanie glikozy (10,00%), niż Ordo. (8,60%), poprzez wszyst­
kie V i i przy oznaczeniach, które obejm owały zarówno okres wlewania 
glikozy, jak i następowy aż do wystąpienia podstawowych wartości w y ­
twórczości cieplnej.

3) Wobec tego utlenianie glikozy było u Andro. zawsze wyższe, niż 
u Ordo. Ponieważ zaś Ordo. najłatw iej przetwarzała glikozę spośród 
trzech pozostałych zwierząt (Rys. 2), należy przypuścić, że Andro. miała 
najżywsze utlenianie glikozy ze wszystkich 4 badanych osobników.

Nic w ięc dziwnego, że Andro. bez żadnej szkody znosiła przez 6 godzin 
V i 202,9— 204,3 g na m2/godz. U przeważającej liczby innych psów mu­
siałoby to doprowadzić do zmian nieodwracalnych.

b) Pies Zul.
Wyższą stałą bp i trudniejsze usuwanie glikozy ze krwi, oraz mniejszą 

jednostajność wyników  należy przypisać zarówno odchyleniom w  czyn­
ności nerek, jak i przetwarzania. Istotnie cukromocz tego psa (Rys. 1) jest 
czasem nieco wyższy, niż u trzech innych osobników, ale nie tak w yraź­
nie, jakby tego należało oczekiwać z wysokości stałej bp. Gdy przy po­
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dobnej V ; u tego osobnika znajdują się 2 doświadczenia, w tedy widać w y ­
raźnie (Rys. 1), że wyższej początkowej zmianie minutowej stężenia g li­
kozy we krwi towarzyszy w  całej pierwszej godzinie dowozu niższy cu- 
kromocz i odwrotnie:

Kolejność V i
, r °  -  30' t Stała Glikoza w  moczu

doświadczeń g na m 2/godz mg na 100 ml min bp g na m 2/godz

4 127,9 26,5 0,207 21,4
6 130,2 23,1 0,177 31,2

5 146,2 29,1 0,199 40,7
7 148,7 35,5 0,239 36,7

Wynika stąd, że nerki zwierzęcia były  czasem już od pierwszej chwili 
dowozu mniej sprawne przy w ielkim  obciążeniu glikozą. Jak widać z ze­
stawienia tych 4 doświadczeń, niewydolność nerkowa była jedną z przy­
czyn wybitnych wahań stałej bp. Kolejność doświadczeń nie odgrywała 
w  tym  roli. Nawet, gdy pogorszenie pracy nerek nie wystąpiło od pierw ­
szych minut dowozu, mogło się jednak pojawić w  dalszych jego okre­
sach.

Można by oczekiwać, że Zul. mając niższy wskaźnik odżywienia (0,284) 
będzie uprzywilejowana pod względem  przetwórczym, np. wobec Mess. 
(wskaźnik odżywienia 0,309), gdyż powierzchnia ciała obu jest przy tym 
jednakowa (0,45 m2, 0,44 m2), a ilość tkanki czynnej przetwórczo jest 
większa u Zul. Tymczasem jest przeciwnie. W idocznie niższemu stanowi 
odżywienia towarzyszy pewne upośledzenie przetwórcze. Sprawa jest więc 
bardziej złożona.

W  następstwie tych wad widocznych i innych cech ustroju, których te 
upośledzenia były  widomym wykładnikiem , zw ierzę zginęło przy V i
174,2 g na m2/godz już po czterech godzinach i 43 minutach wlewania. 
Jest to właśnie graniczna, niebezpieczna V którą całkowicie prawid­
łowe osobniki, ze stosunkowo niską stałą bp, znosiły w  ciągu sześciu go­
dzin bez zaburzeń, w ielokrotnie. Należy tu dodać nawiasem, że średnie 
przetwarzanie w  tym doświadczeniu (Rys. 2) zostało obliczone tylko dla 
czterech godzin dowozu i dlatego jest za wysokie, średnia z całych sześciu 
godzin (gdyby zwierzę żyło tak długo) byłaby niższa.

Stała bp w  tym  ostatnim doświadczeniu była stosunkowo niezbyt w y ­
soka i nie można było na jej podstawie rokować o grożącym niebezpie­
czeństwie. Dopiero wzięcie pod uwagę stałych bp z poprzedzających do­
świadczeń, zdobytych przy niższych V if mogło nasunąć podejrzenie. Prze­
biegały one następująco: 0,230; 0,220; 0,244; 0,207; 0,199; 0,177; 0,239;
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Rys. 3. Początkowa zm iana m inutowa stężenia glikozy w e k rw i podczas jednosta j­
nego dowozu glikozy z różnym i prędkościam i u drugiej grupy psów. 28 zw ierząt (9 ) 
praw id łow ych , w  spoczynku, w  w arunkach  wzorcowych, bez uśpienia, po diecie nr 1. 
Przeważnie wykonano tylko po jednym  doświadczeniu na każdym  osobniku, z w y ­
jątk iem  psów  Porc. i Giz., na których w ykonano ich w ięcej. 01 doświadczeń. D la  

wszystkich danych prosta przeciętna, przechodząca przez skrzyżowanie osi w spó ł­
rzędnych. Ze w zględu  na w y jątk ow e zachowanie się psa Porc. osobna prosta dla 
tego osobnika i druga d la reszty doświadczeń, obie przeprowadzone przez punkt 

zerowy. W ykreślono rów n ież dw ie proste dla Porc. i Giz., które nie przechodzą 
przez skrzyżowanie osi (stałe a^ i b'p). Punkty przypadające na tę sam ą prędkość  

dowozu wyróżniono przez dodanie przy nich cyfr od 1 w zw yż.
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0,180; 0,185; 0,196; 0,200; 0,190. Tylko do 7 doświadczenia spotyka się 
wartości powyżej 0,200. U psów, trzymanych w  klatkach, o typ ie upo­
śledzeń, które wykazywała Zul., może więc przyjść łatw iej, niż u innych, 
p rzy  granicznym obciążeniu glikozą, do przekroczenia granicy odwracal­
n ość  zjaw isk wysycenia osmotycznego glikozą.

Natomiast osobniki Ordo. i Mess. należy uznać za wzorcowe.

2. Zapoczątkowujące wysycanie glikozą u drugiej grupy
psów prawidłowych

Dalsze badania stosunku m iędzy AC^VJ30'/t a V i przeprowadzono na 
grupie 28 psów prawidłowych, spoczywających, trzymanych na diecie 
nr 1 (Rys. 3). Był to zespół doświadczeń mniej jednolity, niż w  grupie 
pierwszej. Na żadnym osobniku nie ogarnięto całej rozciągłości V i , u paru 
zbadano tylko część skali, a u reszty wykonano tylko pojedyncze ozna­
czenia na każdym osobniku. Istnieje luka m iędzy V- 56 a 111 g na m 2/godz. 
Grupa oznaczeń do V( 56 na m2/godz ma większą rozpiętość w agi ciała
i powierzchni, niż od V i 111 wzwyż. Rozpiętość wartości wskaźnika od­
żyw ienia sięga wybitn ie poniżej (0,264) i powyżej (0,323) optimum. 
U  dwóch osobników stosowano 3 różne temperatury płynów wlewanych. 
Temperatura w  odbytnicy znajdowała się jednak w  obrębie prawidło­
wych wahań, spotykanych u dojrzałego psa (Rys. 3).

P rzy  wykreślaniu krzywych dla grupy drugiej zastosowano przede 
wszystkim wytyczną, udowodnioną dla grupy pierwszej, a mianowicie, 
że proste, najlepiej przebiegające przez punkty znalezione doświadczal­
nie, przecinają punkt zerowy układu współrzędnych. W  ten sposób ob li­
czono 3 stałe bp dla materiału grupy drugiej i dla porównania zestawiono 
je  ze stałymi bp całej grupy pierwszej i jej psów wzorcowych Ordo. +  
Mess.:

Liczba Liczba stała

osobników oznaczeń b p

D ruga grupa łącznie 28 60 0,1832
Pies Porc. 1 12 0.2128
D ru ga  grupa bez Porc. 27 48 0,1719

P ierw sza grupa łącznie 4 52 0,1642
Psy  Ordo. +  M ess. 2 27 0,1602

Stała b p  dla całej drugiej grupy (0,1832) jest znacznie wyższa, niż 
łączna b p  dla grupy pierwszej (0,1642) dlatego, że grupa druga nie posiada
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osobnika o niskiej stałej bp o typie Andro. na diecie nr 2 . Zawiera jednak 
psa Porc., który zachowuje się w  grupie drugiej podobnie, jak Zul. 
w pierwszej —  ma wysoką stałą bp (0,2128) i wobec tego podnosi prze­
ciętną całej grupy.

Dlatego na rys. 3 wydzielono wartości psa Porc. w  postaci osobnej 
krzywej, która biegnie powyżej przeciętnej dla całej grupy i przez punkt 
zerowy. Wobec tego dla pozostałych wartości (bp =  0,1719) krzywa biegnie 
poniżej przeciętnej i przez zero. Ta pozostałość ma jednak wyższą bp, niż 
psy wzorcowe (0,1602). Z tym  zjawiskiem należy się liczyć w  materiale 
bardziej różnorodnym.

O ile stała bp miała nabrać znaczenia, należało w yśw ietlić wszelkie 
wybitniejsze odstępstwa je j od wartości wzorcowych. D latego dane osob­
nika Porc. porównano z wynikami na psie Giz. z rys. 3. Oba zwierzęta 
były podobnego wieku, wagi, o podobnym stanie odżywienia. Trzymano je 
w takich samych warunkach i na takiej samej diecie. Badane były w  tym  
samym czasie, przy pomocy 3 wysokich Vp a mianowicie 7, 8 i 9 g na 
kg/godz, przy czym zmieniano temperaturę rozczynów wlewanych w  taki 
sam sposób. Klin icznie wydawały się prawidłowe, a jednak różniły się 
stałą bp, która była następująca w  porównaniu z resztą grupy drugiej:

Pies

L icz ­
ba

Stała bp Odchyle­
nie

W spó ł­
czynnik  
zm ien­
ności, ]%

Przecięt­
na stała

b r 3/4

Przecięt­
na stała 

h w
ozna­
czeń

P rze ­
ciętna

M ini­
mum

M axi­
m um

w zorco ­
w e

Giz. 11 0,1686 0,1435 0,2088 0.0202 11,96 1,829 2,771
Porc.
Inne psy gru ­

12 0,2109 0,1617 0,2523 0,0276 13,09 2.377 3,496

py drugiej 37 0,1671 0,1313 0,2198 0,0196 11,74 1

Przeciętna stała b p  psa Giz. stała w  pobliżu wartości, uznanych za 
wzorcowe, natomiast u Porc. była wybitn ie wyższa. N ie  znaczy to, że 
punkty Porc. dadzą się odgrodzić od punktów Giz. na rys. 3 jakąś prostą 
granicą, gdyż zarówno Porc. posiada niekiedy dość niskie wartości sta­
łej bp , jak i Giz. dość wysokie. Na pewnej przestrzeni pośredniej prze­
nikają one w  zasięg drugiego osobnika. Jednak nigdy u Porc. nie spotyka 
się wartości tak niskich, jak u Giz., i na odwrót. Z rys. 5 wynika, że róż­
nice w  stałych bp występują bardzo wyraźnie, dla każdej Vi z osobna. 
Dane na tych dwóch osobnikach są pouczające ze względu na przebieg 
krzywych, które najlepiej odpowiadają ustawieniu punktów. Gdy, mia­
nowicie, dla zespołu danych każdego z tych dwóch osobników oddzielnie 
obliczyć stałe równania prostej już to przechodzącej, już to nie przebie­

http://rcin.org.pl



f 17] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYC AN IA  GLIKOZĄ 109

gającej przez skrzyżowanie osi, okazuje się, że krzywe dla ich danych 
przecinają oś rzędnych znacznie ku dołow i od punktu zerowego, o czym 
świadczy wysoka ujemna wartość stałej a:

Prosta przechodzi przez  

punkt zerow y  osi

Prosta nie przechodzi przez punkt 

zerow y osi w spółrzędnych

stała bp stała a stała bp

Pies

Giz.
Porc.

m g na 100 ml/min na 16,7 mg 
glikozy na m 2 na min, 

0,1705 
0,2138

mg 100 ml 
na m in  

10,02 
12,09

mg na 100 ml/min na 16,7 m g  

glikozy na m 2 na m in  
0,2475 
0,3056

Stałe obliczono metodą najmniejszych kwadratów i dlatego stałe bp 
różnią się w  obrębie 1%  od obliczonych metodą średnich z poszczegól­
nych oznaczeń. Stała a ma dla obu zwierząt mniej w ięcej tę samą w ar­
tość, a w ięc u obu zwierząt czynniki, które doprowadzają do odchylenia 
prostej w  dół od punktu zerowego, w idocznie są podobne. Na rys. 3 prze­
ciągnięto dodatkowo krzyw e obu zwierząt według równania prostej, m i­
jającej punkt zerowy. Istotnie widać z rysunku, że odpowiadają one do­
brze rozmieszczeniu punktów odnośnych zwierząt. Podczas, gdy stała bp 
dla Porc. jest wyższa o 0,0423 od stałej bp psa Giz., to dla stałej b'p róż­
nica ta wynosi 0,0581, a w ięc i przy tym  sposobie ujęcia różnice m iędzy 
obu zwierzętam i utrzymują się.

Zboczenie prostych w  dół od skrzyżowania osi należy przypisać temu, 
że dane uzyskano na wąskim odcinku V( , że warunki doświadczalne były 
zmienne (temperatura rozczynów) i być może jeszcze innym, ale jedna­
kowo u obu psów wpływającym  czynnikom. Wynika stąd wniosek, że 
stałych nie można oznaczać na podstawie małego wycinka V i , przy sto­
sowaniu zmian w  metodyce, które mogą być dokuczliwe dla badanych istot 
(temperatura +  10°, +  38°, obok zwyczajnej 26°, por. [11]).

Odchylenie prostych w  dół od skrzyżowania osi, w  część ujemną osi 
rzędnych (nie wyrysowaną na rys. 3), nasuwa podejrzenie, że nawet pro­
sta, która przy niższych V { wychodzi z punktu zerowego, może przy w yż­
szych V i zmienić kierunek i począć biec bardziej stromo ku górze. M o­
głoby to świadczyć o coraz bardziej wzrastających trudnościach w  usu­
waniu g likozy ze krw i przy wysokich Vi . W tedy bardziej stromy odcinek 
krzywej, przedłużony w  dół, przeciąłby oś odciętych na prawo od punktu 
zerowego, a oś rzędnych w  dół od jej skrzyżowania z osią odciętych. Jed­
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110 M. W IERZUCH OW SKI [18]

nak podejrzenie to upada, gdy sprawdzić przebieg krzywych na rysunku 1 , 
w  doświadczeniach, uznanych za wzorcowe: nie dostrzega się w  nich żad­
nego załamania, jak już stwierdzono uprzednio.

3. Przebieg wysycania glikozą dwóch osobników, u których początkowe 
usuwanie glikozy ze krwi było różne

Chodziło o rozstrzygnięcie, czy n iezwykle wysoką stałą bp u psa Porc. 
można uznać za prawidłową i w  jakim stosunku stoi ona do dalszego 
obchodzenia się ustroju z glikozą. Porównanie w  tym  celu psa Porc. z nie­
w ątpliw ie prawidłowym  osobnikiem Giz. nie było proste. Do rozbioru zja-

2800
2600
2400
2200

2000
Cukier 1800 
we krw i, 

mg¡100ml ^0 0
1400
1200

1000

800
600
400
200

0  1 2 3 4  5  6
Godziny dowozu glikozy Godziny dowozu glikozy

Rys. 4. Przeciętne k rzyw e cukru w e  k rw i dwóch psów  (9): Porc. (przeciętna w aga  
ciała 4,70 kg) i Giz. (w aga  5,28 kg). Dowożono jednostajnie od 7— 9 g glikozy na 
kg/godz. w  ciągu 6 godzin (V,-: Porc. 116,4; 133,3; 148,2; Giz. 115,1; '181,3; 148,2). 
K re w  pobierano w  po łow ie odnośnej godziny dowozu. Jakko lw iek  stężenie cukru  
w e k rw i przed w lew an iem  jest p raw id łow e i podobne u obu osobników, stała bp  

i przebieg k rzyw ych  są wyższe u Porc., niż u  Giz.

wisk wysokiego nacukrzenia, słabo dotąd poznanych, użyto zespołu spraw­
dzianów, które znajdą uzasadnienie w  późniejszych doniesieniach. Po ­
niższe w yniki dowodzą, że na jednych i tych samych osobnikach można
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przeprowadzić szeregowe spostrzeżenia w  obszarze znacznych 6-godzin- 
nych wysyceń glikozą (V, 100— 150 g na m 2/godz) bez szkodliwych na­
stępstw dla badanych zwierząt. Z w yjątk iem  stałej bp, wszystkie inne 
w yn ik i podano na jednostkę wagi ciała, a nie na jednostkę powierzchni, 
gdyż oba psy m iały podobną wagę ciała. Można było wobec nich uniknąć 
nieścisłości, związanej z obliczaniem powierzchni ciała.

Przebieg stężenia cukru we krwi. Wszystkie krzywe cukru we krw i 
na rys. 4 mają przebieg wzrastający, zatem dowóz glikozy do krw i jest 
w iększy, niż je j odpływ  ze krwi. P rzy  tym  jednak wszystkie krzyw e Porc. 
przebiegają wyżej, niż Giz. A  więc i tu cechy początkowej prędkości gro­
madzenia się glikozy we krwi, określone stałą bp wyższą dla Porc. niż 
dla Giz., stanowią współczynnik nadal i to w  podobnej mierze obecny 
w  ciągu dalszego przebiegu dowozu glikozy. Na końcu szóstej godziny 
dowozu przy V- 9 g na kg/godz Porc. osiągała 3200 mg/100 ml, a Giz. 
przeszło 2 000 mg. Z prędkości początkowego gromadzenia się glikozy w e 
krw i można w  przybliżeniu wnosić o stopniu ostatecznego wysycenia.

Pułapy czynności, przemieszczających glikozę ze krwi przy wysokim 
nacukrzeniu. Odmienny przebieg krzywych cukru we krw i u obu osobni­
ków  mógł być w yw ołany już to przez różnice w  usuwaniu glikozy przez 
nerki, już to przez różną prędkość zużycia g likozy przez tkanki, albo 
wreszcie przez oba czynniki razem. A le  przy znacznych obciążeniach g li­
kozą obie te czynności dochodzą do najwyższej, nieprzekraczalnej spraw­
ności przy pewnym stężeniu cukru w e krw i, po czym, przy dalszym wzro­
ście stężenia, albo dana czynność już się nie powiększa, albo nawet, jak 
to się dzieje z funkcją nerek, ulega niedomodze [28, 30]:

Cecha
Przeciętna na jw yższa  

spraw ność u pułapu

W ystąpienie pułapu  
przy  stężeniu cukru  

w e  k rw i mg/100 ml

Oczyszczanie k rw i z 

glikozy przez nerki

Zużycie przetw órcze

W ydalan ie glikozy  
przez nerki

Zw yczajna granica  

odw raca ln ość

60 m l na m 2/min 

80 g na m 2/godz

85 g na m 2/godz

~  550 —  600 

~  900

~  1700 —  2600

~  2800

Osiągnięcie pułapu zużycia glikozy lub jej wydalania z moczem ozna­
cza więc, że dalszy wzrost stężenia glikozy w e krw i już więcej nie wzmoże 
usuwania glikozy przez dane ujście, które zostaje ujęte w  sztywne ramy
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nieprzekraczalnej najwyższej sprawności. Jest to ważny szczegół, który 
wysoce utrudnia ocenę wysokich nacukrzeń blisko pułapów czynności usu­
wających glikozę. N ie można już w tedy bowiem porównywać dwóch do­
świadczeń tylko na tej podstawie, że wprowadza się w  nich dokładnie takie 
same ilości glikozy.

Gdy bowiem w  jednym z nich istnieje trwale lub nagle pojawia się 
jakieś zaburzenie w  odpływ ie glikozy ze krwi, w tedy poczyna się ona 
szybciej gromadzić w e krw i i prędzej dociera do pułapu, po którego prze­
kroczeniu rozpatrywane ujście wym yka się już spod zależności od stę­
żenia glikozy w e krwi. W ynik należy w tedy ocenić według wzorców [30], 
które podają natężenie danej czynności przy pcnadpułapowych stęże­
niach glikozy w e krw i, co też uczyniono w  następujących rozważaniach.

Czynność nerek obu osobników. Rys. 5 streszcza porównawczo zacho­
wanie się obu osobników. Dla każdej cechy znajduje się w  nim po 6 gru­
powych danych (w ielk ie cy fry , przerywane linie), po 3 na każdym osob­
niku. Uzyskano je  na przestrzeni z górą rocznych badań. W  ocenie pracy 
nerek kierowano się ty lko  sprawdzianami, związanymi z dowozem g li­
kozy, bez żadnych innych prób czynnościowych. Oba osobniki wykazują 
już to podobieństwa (A ), już to różnice (B):

A . P o d o b i e ń s t w a  w  p r a c y  n e r e k  uwidoczniają się, gdy 
wziąć pod uwagę tylko dane moczu, bez danych krw i (Rys. 5):

1) Przeciętne wydalanie glikozy dla każdej prędkości dowozu z osobna 
jest bardzo podobne u obu osobników: u Porc. 15,1, 20,5 i 24,7 g na 
kg/6 godzin, u Giz. 16,0, 18,3 i 24,9 g na kg/6 godzin.

2) Najwyższe godzinne wydalanie glikozy (nie podano na rys. 5) jest 
także u obu zwierząt podobne: od 80— 90 g na m2/godz. Zachodzi przy po­
dobnym CkvJ, ale, być może, u Porc. nieco wyższym, niż u Giz., a mia­
nowicie, powyżej 2 000 mg/100 ml. Nerki psa Porc. są wyjątkowo w y ­
trzymałe na wysokie obciążenie osmotyczne, gdyż podtrzymują wydalanie 
90 g na m 2/godz., przez 3 godziny pomiędzy Ckvj 2365 a 3144 mg/100 ml 
i to w  jedenastym z kolei doświadczeniu. Wysiłek ten nie pozostawił żad­
nego śladu, który by się ujawnił w  następnych doświadczeniach.

3) Grupowa objętość moczu (Rys. 5) przy dowozie 7 g na kg/godz jest 
dla obu zwierząt taka sama: Porc. 258, Giz. 246 ml na kg/6 godzin. Przy
8  g na kg/6 godzin Porc. wydala 349, a Giz. 297 ml na kg/6 godzin, a więc 
Porc. wydala więcej. Natomiast podobne wartości u obu osobników przy V /
9 g  na kg/godz (399 i 391 ml na kg/6 godzin) są uzyskane sztucznie, gdyż 
Porc. przekracza już w tedy znacznie pułap i w  końcu przychodzi u niej 
do nerkowego zatrzymania g likozy i zmniejszenia objętości moczu wśród 
najwyższego wysiłku nerek. Tymczasem u Giz. pułap wydalania zostaje 
osiągnięty dopiero przy końcu okresu wlewania, w  szóstej godzinie.
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4) Stężenie glikozy w moczu (Rys. 5) Porc. jest zawsze nieznacznie 
niżsże (5,83; 5,78; 6,09%), niż u Giz. (6,57; 6,17; 6,31%). Utrzym uje się 
ono jednak u każdego ze zwierząt z osobna na tym samym poziomie prze­
ciętnym  (Porc. 5,90%, Giz. 6,35%), niezależnie od V/} dzięki odpowied­
niemu nastawianiu dowozu wody.

5) Wydalanie jednego grama glikozy z moczem (Rys. 5) wymagało od 
15,4 do 17,0 ml moczu, niezależnie od V r  W  przeciętnej grupowej wartość 
dla Porc. jest albo taka sama, albo nieznacznie wyższa, niż dla Giz. U żyty 
sposób uzupełniania niedoboru wody nie był schematyczny, lecz podążał 
za osobniczą objętością moczu. N ie mógł więc zatrzeć różnic osobniczych.

B. R ó ż n i c e  m iędzy obu osobnikami wychodzą na jaw  dopiero w te­
dy. gdy w  rozważania włączyć także dane cukru we krwi, obok danych 
moczu (Rys. 5):

1) Przeciętne grupowe stężenie cukru we krwi (Rys. 5) jest u Porc. 
zawsze w yższe (1118,1562 i 1967 m g/l00 ml), niż u Giz. (885, '1000 
i 1386 mg/100 ml), w  zgodzie z wysokością grupowej stałej bp (Rys. 5), 
która jest u Porc. wyższa, niż u Giz. (por. rys. 4). P rzy  dowozie takiej 
samej ilości cząsteczek glikozy Porc. znajduje się w  stanie względnego 
przecukrzenia w  stosunku do Giz., czego nie dostrzega się w  wartościach 
cukru w e krw i na czczo u tego osobnika.

2) Skoro wydalanie g likozy z moczem jest przy takich samych pręd­
kościach dowozu podobne u obu psów, a CkvJ wyższy u Porc., więc oczysz­
czanie krwi żylnej z cukru przez nerki (swego rodzaju “ clearance” ) musi 
być dla Porc. zawsze niższe (3,76; 3,66 i 3,49 ml na kg/min), niż dla Giz. 
(5,20; 5,08 i 4,99 ml kg/min). Wartości Giz. wynoszą tyle, co prawidłowa 
przeciętna [30], zaś wartości Porc. są od niej niższe. P rzy  powiększaniu 
się stężenia C kvj pomiędzy Vi 7 a 9 g na kg/godz opadają lekko (u Porc. 
z 3,76 na 3,49, zaś u Giz. z 5,20 na 4,99 ml na kg/min zgodnie z [30].

3) Ponieważ stężenie g likozy w moczu u Porc. jest nieznacznie niższe, 
niż u Giz., a stężenie cukru we krw i wybitn ie wyższe, więc stosunek 
Cm!CkVj (Rys. 5) jest u Porc. zawsze wybitn ie niższy (5,43; 3,88; 3,48), niż 
u Giz. (7,97; 6,30; 4,99). Zdolność zagęszczania moczu w  stosunku do krwi 
jest w ięc u Porc. nieco mniejsza niż u Giz.

Powyższe dane, przełożone na słownictwo czynności nerek, oznaczają, 
że u psa Porc. istnieje stale względnie mniejsze zagęszczanie stężenia g li­
kozy w  moczu (hyposthenuria względna) i stale mniejsza zdolność za­
gęszczania moczu w  stosunku do krwi. Wskazuje to na uszkodzenie ne­
rek, ale bez umiejscowienia [2 2 b].

Pojęcie sączenia kłębkowego znajduje swój (nieścisły) odpowiednik 
w  krańcowym oczyszczaniu krw i z glikozy. Jest to wartość mniejsza od 
całkowitego sączenia kłębkowego o ilość glikozy, wchłanianą zwrotnie,
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co wykazano dla obecnej metodyki [30]. N iew ątp liw ie osobnik Porc. ma 
wartość oczyszczania zawsze bardzo wyraźnie niższą, niż. Giz. A le  znów 
nie można umiejscowić, co jest upośledzone, czy kłębki przesączają mniej, 
niż u Giz., czy też, co jest mniej prawdopodobne, cewki kręte wchłaniają 
w ięcej. Ostatecznie, by w ytw orzyć ten sam skutek wydalniczy, ustrój 
psa Porc. musi użyć większego stężenia glikozy w e krwi.

M imo tych odchyleń, które występują także wtedy, gdy zestawić ze 
sobą doświadczenia obu psów o takiej samej stałej bp i o takim samym 
przeciętnym ¡stężeniu cukru we krw i w  ciągu 6 godzin dowozu, nerki psa 
Porc. są n iezwykle wytrzym ałe na znaczne, w ielogodzinne i w ielokrotne 
wysycania glikozą, których inne osobniki nie znosiły w  sposób odwra­
calny.

Zużycie glikozy u obu osobników. N ic nie wskazywało przed dowozem 
glikozy na upośledzenie przetwórczości węglowodanowej u Porc. Jej po­
ziom cukru w e krw i na czczo wahał się m iędzy 85 a 108 mg/100 ml, zaś 
u Giz. m iędzy 73 a 110. Dopiero podczas dowozu glikozy występowały 
m iędzy obu osobnikami różnice:

1) Zużycie 6-godzinne glikozy (Rys. 5) oznaczano wzorem  dla Va („Z a ­
stosowane symbole i obliczenia” ). Jest on jednak poprawny tylko wtedy, 
gdy Ck mało zmienia swe stężenie. Tymczasem w  rozpatrywanych do­
świadczeniach Ck zawsze wzrastał (Rys. 4). Zatem, by ten błąd ominąć 
wybrano dla porównania takie krzywe dla obu psów, w  których wzm a­
ganie się Ck było podobne (Rys. 4):

Pies D ow óz Zużycie Cuk ier w e  k rw i

g na kg/6 godzin g na kg/6 godzin mg/100 ml
Porc. 42,0 24,1 1118
Giz. 48,0 27,0 1000

Porc. 48,0 23,1 1562
Giz. 54,0 25,1 1386

Po przekroczeniu przez cukier we krw i pułapu przetwarzania, zużycie 
jest u Giz. w yraźn ie większe, niż u Porc. I w  tych danych nie zadowala 
fakt nieco wyższego Ck u Porc. P rzy  tym różnica na korzyść Giz. jest 
nieduża.

2) Najwyższe godzinne zużycie glikozy (V™ax) jest w  poszczególnych 
godzinach często wyższe u Giz. N ie  podano go na rysunku 5.

3) Faza I I  zwiększonego zużycia występuje dopóki Ck ■ w  połowie 
pierwszej godziny dowozu nie przekracza 1000 mg/100 ml. W ystępuje
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Rys. 5. Porów nanie obrotu glikozy u  dwóch psów, które posiadały  odmienne stałe b . 
Giikoza dożylnie: 7— 9 g na kg/godz. D ieta nr 1. K ażdy  prostokąt oznacza przeciętną 

z sześciu godzin dowozu glikozy, z w y jątk iem  początkowej stałej m inutowej, b p , 
która odnosi się do pierwszej półgodziny dowozu. Pies Porc. (9 ) —  prostokąty za - 
kreskowane, Giz. ( 9 )  —  prostokąty puste. Średnie dla zespołów  doświadczeń: 
-----------------średnia graficzna; w ielk ie cy fry  na grupach prostokątów  —  średnie nu ­
meryczne. Stosowano 3 rozm aite tem peratury p łynów  wlewTanyeh: 10°, .26°, 38°.
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więc u Giz. przy dowozie 7 i 8 g na kg/godz, zaś u Porc. tylko przy do­
wozie 7 g na kg/godz.

4) Odzyskanie glikozy w cukrzycy z nadmiaru w  tych badaniach po­
siada pewne ograniczenia. P rzy  dowozie 7 g na kg/godz Giz. jeszcze nie 
osiągała pułapu przetwarzania (Rys. 5; 6-godzinny Ckvj 855 mg/100 ml), 
a w ięc mogła jeszcze nie odrzucać nadmiaru glikozy, narzuconej ustro­
jow i ponad najwyższą sprawność enzymatyczną spoczynkową, gdyż ciągle 
jeszcze przetwarzanie całej g likozy krążącej podlegało prawu mas-stężeń. 
Drugim ograniczeniem było, że osobnik Porc. przy dowozie 9 g na kg/godz 
podczas przeważającej części doświadczenia już przekraczał pułap w y ­
dalania nerkowego g likozy (przeciętny Ck ■ dla sześciu godzin 1967 mg/ 
100 ml). N ie mógł w ięc poprawnie wydalić wprowadzonego nadmiaru 
glikozy.

Na rys. 4 zaznaczono napisem „cukrzyca z nadmiaru“ obszar najlep­
szego odzyskania. Znajduje się on dla Porc. m iędzy dowozem 7 a 8 g na 
kg/godz, zaś u Giz. m iędzy 8 a 9 g na kg/godz. Istotnie uzyskiwano na 
tym  skoku dowozu odzyskania g likozy w  pobliżu całkowitych. Należy 
zauważyć, że u osobnika z niższą stałą bp cukrzyca z nadmiaru w ystę­
puje przy wyższej prędkości dowozu i na odwrót.

5) Glikozą zużyta w całym doświadczeniu (łącznie okres dowozu i na­
stępny, dopóki Ckvj nie spadnie do prawidłowego stężenia) (Rys. 5) jest 
wartością przekonywującą, gdyż nie wymaga żadnych dodatkowych za­
łożeń. Stosują się do niej jednak te same ograniczenia co do punktu 4 . 
M oże więc być porównana u obu zwierząt tylko przy dowozie 8 g na 
kg/godz. Pies Porc. przetwarza w tedy 52,7% dowiezionego podłoża, zaś 
Giz. 59,4%, a więc blisko o 13% całej wartości w ięcej.

Zużycie glikozy obliczone trzema sposobami daje więc podobny w y ­
nik: jest wyższe u Giz., niż u Porc.

Spotkanie się u jednego i tego samego osobnika dwóch czynników 
upośledzających usuwanie glikozy ze krwi, a mianowicie lekkiego odchy­
lenia w sprawności nerek i ledw ie dostrzegalnego obniżenia zdolności 
przetwórczej, podnosi do takiej wysokości stałą bp , jaką napotyka się 
u prawidłowego osobnika po w ielodniowym  głodzie, lub po diecie tłusz­
czowej. W  obszarze Ck ponad pułapem najwyższego zużywania glikozy 
nawet lekkie niedociągnięcia sprawności w  przemieszczaniu bezpowrot­
nym glikozy ze krw i dają więc w ybitne odchylenia w  przebiegu krzy­
wej cukru we krwi.

Zachowanie się psa Porc. stanowiło przeciwwagę na łatwość wystę­
powania wyższych stężeń glikozy we krw i, osobnik ten posiadał n iezw y­
kłą wytrzymałość na wysycanie środowiska wewnętrznego glikozą, a w ięc 
na bodziec osmotyczny zewnątrzkcmórkowy. P rzy  końcu 6 godziny do-
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wozu glikozy z prędkością 9 g na kg/godz wystąpiło u niego stężenie 
Ck 3122, 3194 i 3412 mg/100 ml krwi. K lin icznie dochodziło do stadium 
niepokoju i oczopląsu. U wszystkich innych osobników tak znaczne stę­
żenia doprowadzały do stanu nieodwracalności. U Porc. jednak objawy 
te przechodziły, nie pozostawiając śladów.

4. Stała bp z rozmaitych punktów widzenia

Zanim w  ostatnim ustępie niniejszego rozdziału zostanie podany ma­
teriał ostatecznie przyjęty dla określenia wzorcowej stałej bp , należy 
rozpatrzyć z kilku punktów widzenia cały zespół 112 doświadczeń:

Stała bp

Rys. 6. Rozrzut stałej b p , obliczonej na dowóz glikozy w ed ług powierzchni ciała  

dla 1*1/2 doświadczeń. Psy spoczywające

1) Najczęściej zjaw ia się wartość bp od 0,16— 0,17 (Rys. 6 ). Spadek 
na lewo kończy się już na 0,13, natomiast na prawo rozciąga się aż do 
0,26, co stanowi szczególne zadanie do rozwiązania.

2) Gdy dla każdego psa z osobna przyjąć średnią stałą bp ze wszyst­
kich wykonanych na nim oznaczeń, w tedy również największa liczba 
osobników przypada na stałą bp m iędzy 0,16 a 0,17 (Rys. 7). Na lewo w y ­
stępuje ponowne podniesienie ich liczby dla wartości 0 ,2 0— 0 ,2 1 .

3) Im  niższy wskaźnik odżywienia, tym  wyższa stała bp :
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L iczba  oznaczeń Stała bp W skaźnik  odżyw ienia

11 0,1967 0,27 —  0,28
12 0,1851 0,28 —  0,29
35 0,1745 0,29 —  0,30
31 0,1603 0,30 — 0,31
14 0,1609 0,31 -  0,32

U osobników dobrze odżywionych, w  obrębie pasa optimum  i nieco 
powyżej, a więc pomiędzy 0,29 a 0,32 wartość b„ utrzymuje się pomiędzy
0,1609 a 0,1745.

Rys. 7. Rozrzut stałej bp dla  
różnych osobników . P rzy jęto  
przeciętną sta łą bp dla każde­
go osobnika bez w zględu  na 
liczbę wykonanych  na nim  

doświadczeń. Przeważnie dieta 

nr 1, oraz dieta nr 2 Sta/a bp

4) Poziom  cukru we krw i tuż przed dowozm glikozy zdaje się nie 
wpływać na stałą bp, w  obrębie tych wahań, jakie wykazu je zwierzę pra­
w idłowe na czczo, w  24 godziny po ostatnim posiłku.

5) Pora roku nie wykazuje żadnego wybitniejszego wpływu na stałą b/>. 

W  miesiącach letnich oraz w  okresie rui nie wykonywano doświadczeń.

6) Szczególnie ważny okazał *5się związek przyrostu glikozy we krw i 
w  pierwszej półgodzinie dowozu z powierzchnią ciała oraz z pokrew­
nymi jej funkcjami wagi ciała. Wymaga on szczegółowego omówienia.

Poszukiwanie najlepszego sposobu wyrażenia dawki glikozy. Gdy po­

równano ze sobą stałe, otrzymane czterema sposobami (bp, bw34 , blł7o,73, 
bw), okazało się (Tabl. 2), że obliczone dla całego zespołu 112 doświad­
czeń, posiadają one podobny współczynnik zmienności (16,21%, 14,22%, 
14,16%, 15,00%). W ynik ten wydał się błędny, gdyż przeczył faktom, do­
strzeganym w  tych i innych badaniach [27— 30, 34] na każdym kroku,
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a mianowicie, że ocena przyrostu glikozy we krw i w  stosunku do dawki,, 
wyrażonej na 1 kg wagi ciała, nie jest miarodajna dla oceny usuwania 
glikozy ze krwi, jak nie jest nią i dla w ielu innych zjawisk w obchodze­
niu się ustroju z glikozą, wprowadzaną jednostajnie dożylnie. Natomiast 
wierniej odpowiada faktom określenie dawki na jednostkę powierzchni 
ciała, lub na inne pokrewne wartości. Jeden z dowodów na to przedsta­
wiono na rys. 8 .

T a b l i c a  2
C a łk o w ity  zespół d a ny ch : 112 dośw iadczeń , 32 psy (ę ) .  J e d n o s ta jn y  d ow óz g lik o z y  
p rzez  ży łę z ró ż n y m i p rę d k o ś c ia m i. P rz e c ię tn e  stałe p o c zą tk o w e j m in u to w e j zm ia n y  

stężen ia  g lik o zy  w e k rw i, w y ra żon e  w cz w o ra k i sposób, w ed łu g  o g ó ln e g o  w z o ru :

A C c,
Stała =

-0'—30'
'ki7

t-  Dowóz glikozy

D aw ka glikozy obliczona

według
w zoru

na jednostkę

Stała ! O dchyle­
nie wzor-

znak przeciętna m inimum m axim um  * cowe,

W spó ł­
czynnik  
zm ien­
ności, %

I
p m- powierzch. b p 0,1723

0,1305 

-  24,3 %
0,2523

46,8% 0,0279 16.21

I
W 3/4 kg3 4 W agi bjjy3/4 1,968

1,399 

-  28,9%
2,871

45,9% 0,280 14,22

I
\y0,73 kg0."3 wagi b 1̂; 0,73 1.894

1,461 

—  22,9 %
2,783

46,9% 0.268 14,16

I 2,313 4,700
W kg w agi 3,523 — 34.3 % 33,5% 0,528 15,00

I  —  oznacza całkowitą ilość glikozy wstrzykniętą psu na godzinę,
P —  powierzchnię ciała, W wagę ciała. Sposób uzyskania stałych w rozdziale 1. „Wyników"' 

Odsetki pod minimum i maximum oznaczają odchylenie od przeciętnej.

Gdy psom wprowadzać jednakową ilość glikozy na wagę ciała,, 
a mianowicie 2 g na kg/godz, wywołane dowozem stężenie cukru w e 
krwi w  połowie pierwszej godziny dowozu jest coraz wyższe w  miarę, 
jak wzrasta ich waga ciała. M iały one przed dowozem prawidłowe stęże­
nie cukru we krw i (Rys. 8 ). Wartości w  połowie pierwszej godziny w y ­
stępują w  postaci pasa, a więc są nieco rozrzucone, co jest w  części w y ­
wołane tym, że przygotowanie dietetyczne wahało się nieco co do stopnia 
przewagi węglowodanów w  pokarmie od d iety zawierającej tylko czystą 
sacharozę, albo sacharozę z niewielkim  dodatkiem mięsa, poprzez dietę 
nr 2 aż do diety nr 1. Stopień zmienności diety był dość równomierny 
poprzez całą długość pasa, odpowiadającą rozpiętości wagi ciała.

Jest rzeczą widoczną, że pas wartości zawiera na dolnym brzegu 
punkty o najlepszej sprawności w  usuwaniu glikozy ze krwi, zaś na gór-
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Rys. 8. W p ły w  rozm iaru  osobnika (w ag i ciała) na usuwanie glikozy ze k rw i. którą  

dostarczano stale z prędkością 2 g na kg w ag i ciała na godz. Stężenie cukru we  

k rw i przed dowozem  glikozy i w  połow ie p ierw szej godziny dowozu u 25 p s ó w ( 9)  
4)5 doświadczeń. P rzy  każdym  punkcie, otrzym anym  podczas dowozu glikozy, po­
dano stałą bp bez naw iasu  i stałą bu w  nawiasie. Punkty o podobnej stałej bp 
połączono liniam i. W zd łuż  tych linii, przy jednakow ej stałej b p , stała b u wzrasta  

w raz z w agą  ciała. Rozm aite w arstw y  stałej bp zostały w yw ołane  odmiennymi die­
tam i: im niższa w a rs tw a  bp, tym w iększa p rzew aga w ęg low odanów  w  diecie. N a j ­
wyższa w arstw a  przy stosowaniu diety nr 1. W łączono 18 doświadczeń na 6 psach, 

które zachodzą tylko w  tym wykresie.
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j 27] ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYC A N IA  GLIKOZĄ 119

nym oznaczenia o najgorszej sprawności. P rzy  każdym oznaczeniu umiesz­
czono dw ie cy fry : cyfra bez nawiasu oznacza bp , a więc stałą przyrostu 
g likozy w e krw i dla dawki, podanej na 1 m2 powierzchni ciała, zaś cyfra 
w  nawiasie jest stałą bw , zatem odnosi* się do takiegoż przyrostu, ale obli­
czonego dla dawki na 1 kg w agi ciała danego osobnika. Na dolnym brzegu 
strumienia punktów stała bp jest przeważnie bardzo niska. Gdy wybrać 
punkty o podobnej stałej bp poprzez cały zakres wag ciała, i odczytać przy­
należną do nich stałą bw , w  nawiasie, okazuje się, że wzrasta ona w y ­
bitnie wraz z wagą ciała. Podobne zjawisko ujawnia się także w  środku 
i na górnym brzegu pasa wartości. Dla uwidocznienia tego przeciągnięto 
krzywe poprzez punkty o podobnej stałej bp; przynależne stałe bK/ wzm a­
gają się w  nich wraz z wagą osobnika.

Dochodzi się do wniosku że prawdopodobnie na ogół bp jednostajnie 
oddaje sprawność w  usuwaniu glikozy ze krw i poprzez całą skalę w ielko­
ści badanych osobników. Natomiast stała bw wykazuje swą zwiększającą 
się wartością, o ile zmniejsza się usuwanie glikozy ze krw i w miarę, jak 
potężnieje waga ciała. N iew ątpliw ie stała bp pozwala więc ominąć błąd 
związany z rosnącą wagą osobnika.

Błąd w  ostatecznej ocenie, zawartej w  tabl. 2, polegał na złym  doborze 
materiału. Należało wymagać w  tych doświadczeniach, by: 1 ) sprawność 
w  usuwaniu glikozy ze krw i była u badanych osobników podobna, 2 ) bada­
ne zwierzęta m iały rozmaitą wagę bez przewagi w yn ików  uzyskiwanych 
na jednych i tych samych osobnikach, 3) ich wskaźnik odżywienia stał 
blisko pasa optimum. Po  wprowadzeniu tych wskazań w yłon iły  się dane 
wzorcowe.

Prawo powierzchni w stałych wzorcowych. Udowodniono poprzednio, 
że większość doświadczeń na psach Porc. i Zul. nie przyniosła wyników  
prawidłowych: posiadały one niższe usuwanie glikozy ze krwi, niż inne 
•osobniki. Wartości psa Andro. należało wykluczyć co najmniej ze w zg lę­
du na dietę nr 2, którą był karmiony. Oprócz tego odrzucono parę po­
jedynczych oznaczeń z tych samych powodów, co u dwóch pierwszych 
psów, oraz z powodu zbyt niskiego wskaźnika odżywienia. W  ten sposób 
pozostała grupa 71 doświadczeń na 25 osobnikach ( 9 ) ,  karmionych dietą 
nr 1 .

Zespół tych danych przedstawiono na rys. 9. Początkową zmianę m i­
nutową rozmieszczono w  stosunku do dawki glikozy, określonej w  trojaki 
sposób. Rozproszenie punktów jest największe, gdy podać ją na kg wagi 
ciała, znacznie mniejsze, gdy obliczyć ją na kg 34 lub na kg0 '3, a najm niej­
sze, gdy ją określić na powierzchnię ciała. W  tabl. 3 podano współczynnik 
zmienności dla staych, obliczonych tym i 4-ma sposobami. Wynika z niej, 
że przeciętna stała bp wynosi 0,1631 (na m2), a więc jest niższa, niż

http://rcin.org.pl



120 M. W IERZUCHOW SKI

Do
wó

z 
gli

ko
zy

, 
Do

wó
z 

gli
ko

zy
, 

Do
wó

z 
gli

ko
zy

, 
gn

a 
kg 

wa
gi 

cia
fa 

na 
go

dz
. 

g na
 

kg
3/4 

wa
gic

iaf
a 

na 
go

dz
. 

gn
a 

m
2p

ow
ier

zc
hn

i 
cia

ła 
na

go
dz

.

R
ys

. 
9. 

Za
le

żn
oś

ć 
u

su
w

an
ia

 
gl

ik
oz

y 
ze 

k
rw

i 
od

 
w

ag
i 

os
ob

n
ik

a,
 

pr
zy

 
w

zo
rc

o
w

ej
 

sp
ra

w
n

o
śc

i 
u

su
w

an
ia

 
gl

ik
oz

y.
 

Tr
zy

 
sp

os
ob

y 
w

yr
aż

en
ia

 
d

aw
k

i 
gl

ik
oz

y 
a 

uł
oż

en
ie

 
pu

nk
tó

w
 

p
oc

zą
tk

ow
ej

 
zm

ia
ny

 
m

in
u

to
w

ej
 

st
ęż

en
ia

 
gl

ik
oz

y 
we

 
k

rw
i.

 
W

zo
rc

ow
y 

ze
sp

ół
 

da
n

yc
h

: 
25 

ps
ów

 
(9

) 
71

 
d

o
św

ia
d

cz
eń

. 
D

ie
ta

 
nr

 
1.

 

Li
ni

e 
gr

u
be

: 
w

ed
łu

g 
pr

ze
ci

ęt
n

yc
h

 
z 

ta
bl

. 
3. 

Li
ni

e 
ci

en
ki

e 
pr

ze
bi

eg
aj

ą 
pr

ze
z 

pu
nk

ty
 

o 
je

d
n

ak
o

w
y

ch
st

ał
yc

h
.

Po
cz

ątk
ow

a 
zm

ian
a 

mi
nu

to
wa

 
ite

że
nia

 
gli

ko
zy

 
we

kw
i,

ac
ffl

t.
m

gn
a

lO
Om

l/m
in.

http://rcin.org.pl



[29J ZAPOCZĄTKOW ANIE W YSYCANIA  GLIKOZĄ [21

T a b l i c a  3

71 doświadczeń, uznanych za wzorcowe, na 25 psach (9 )  prawidłowych, spoczywa­
jących. Przeciętny wskaźnik odżywienia 0,300, przeciętna temperatura w  odbytnicy  

38,6°. Stałe przyrostu stężenia glikozy we krw i w  pierwszej półgodzinie jednosta j­
nego dowozu tego cukru z różnym i chyżościami. Obliczenia dowozu glikozy czterema  

sposobami, jak w  tabl. 2. W edług przeciętnych b niniejszej tablicy wykreślono proste
na rys. 9

Dow óz glikozy  

w yrażon y  na 
jednostkę

Stała
Odchylenie
w zorcow e

W spó łczyn ­
nik zm ien­

ności, %
znak przeciętna minimum maximum

m2 pow ierzchni b p 0,1631 0,1324 0,18S1 0,0140 8,59
—  18,8 % 16,0 %

kg3 4 w agi b w 3/l 1,910 1,538 2,237 0,183 9,55
—  19,5 % 17,1%

kg0,73 w agi b w o,73 1,824 1,497 2,126 0,169 9,29
—  17,9 % 16,5 %

kg w agi b w 3,421 2,313 4,700 0,575 16,80

|

— 32,4 % 37,4 %

w  tabl. 2 i waha się w  granicach od 0,132— 0,189, ze współczynnikiem 
zmienności 8,59%. Podobny wynik daje obliczenie na kg3/4 ze współczyn­
nikiem 9,55% i na kg0,73 ze współczynnikiem 9,29%. Natomiast przy ob li­
czeniu na kg wagi ciała współczynnik zmienności jest blisko 2 -krotnie

Rys. 10. Częstość w ystępow a­
nia rozm aitych wielkości sta­
łej b p w e  w zorcow ym  zespole 
danych. Psy  spoczywające, 

dieta nr 1

większy, 16,80%. Przeciętne stałe z tabl. 3 posłużyły do wykreślenia 
krzywych. Z rozmieszczenia punktów dla dawki na wagę ciała na rys. 9 
wcale nie wynika, by krzywa najlepiej przebiegająca przez punkty była 
prostą, lecz wynika to niedwuznacznie z dwóch innych części wykresu.

0.13 0.14 0,15 016 0.17 0.18 0.19

Stała bp
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Z wyżej postawionych wymagań wynika, że najlepiej dałoby się w y ­
świetlić sprawę zależności stałej od wielkości osobnika w tedy, gdy roz­
siew punktów jest najw iększy w  związku z rozmaitą w ielkością osobni­
ków. Na rys. 9 jest on najznaczniejszy dla 2 g, 7 g i 9 g na kg/godz. Współ­
czynnik zmienności jest dla tych dawek: na powierzchnię ciała 7,33%, na 
wagę do 3/4 9,62%, zaś wprost na wagę ciała aż 19,41%.

Rys. 10 wykazuje regularne rozmieszczenie stałej bp w  grupie do­
świadczeń wzorcowych.

Przeciętna stała na kg3/4, w  wysokości 1,910 ±  0,183, oraz przeciętna 
na kg0,78 2,126 ±  0,169 może się okazać pożyteczna, gdyż pozwala na obli­
czenie poprawnej stałej z samej tylko wagi ciała, a więc i na obliczenia 
międzygatunkowe.

5. Zmiany stężenia glikozy we krwi w dalszych okresach dowozu

Osobliwe cechy początkowego wzrostu glikozy w e krw i szczególnie 
uwydatniają się, gdy je  porównać ze zmianą minutową w  dalszych okre­
sach jednostajnego dowozu, obliczoną w  podobny sposób: Od końcowego 
stężenia cukru we krw i w  m g/l00  ml odejmowano jego stężenie na począt­
ku rozpatrywanego odcinka i dzielono przez czas jego trwania w  minu­
tach. Punkty przynależące do tego samego okresu, ale uzyskane przy róż­
nych V połączono ze sobą krzywym i. W  ten sposób otrzymano ACkvj/t dla 
trzech dalszych okresów: od 30 do 90, od 90 do 210 i od 210 do 330 m i­
nuty dowozu (Rys. 11). Gdy krzyw e te zestawić z krzywą okresu zapocząt­
kowującego (0'— 30'), można z wartości otrzymanej w  połowie pierwszej 
godziny dowozu odczytać przypuszczalny przebieg prawidłowych k rzy ­
wych cukrowych w  dalszych godzinach dowozu. Jest to więc punkt zacze­
pu dla przewidywania dalszego przebiegu doświadczenia.

Na rys. 11 uderza przede wszystkim to, że zmiany stężenia g likozy we 
krw i w  dalszych trzech okresach są podobne do siebie w  obrębie każdej 
z osobna Vi tak, że tworzą u dołu wykresu splot krzywych, których zm ia­
na minutowa jest jednak stosunkowo bardzo niewielka w  porównaniu 
z początkową. Początkowa zmiana minutowa posiada szeroko rozpostarte 
widmo, które pozwala na dość dokładne zróżniczkowanie. W arto porów­
nać na rys. 11 rozmaite pasma tego widma AC°k~S0'/t ze zmianą minuto­
wą w  dalszych okresach, odniesioną do parametru V ( :

Dowóz poniżej granicy wysycenia enzymatycznego. Przy V ( 20— 100 g 
na m2/godz krzywe zmiany minutowej dla dalszych trzech okresów do­
wozu (od 30'— 330') przebiegają w  pobliżu lin ii zerowej (Rys. 11). Jedyny 
wyjątek stanowi okres od 30 do 90 minuty, kiedy w  związku z wystąpie­
niem fazy II opada stężenie g likozy we krwi, a zatem zmiana minutowa
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jest ujemna (tu okazuje się korzyść z nazwania jej „zmianą minutową” , 
gdyż bywa czasem ujemna). Natomiast w  dwóch dalszych okresach tego 
pasa V i istnieje tak znaczna równowaga między procesami usuwania g li­
kozy, a jej dowozem, że ¡stężenie g likozy we krw i utrzymuje się niemal na 
stałym poziomie. Stąd wniosek, że przy V t , które nie przekraczają po­
czątkowej zmiany minutowej około 16,9 mg na 100 ml/min ( =  przyro­
stowi o około 500 mg/100 ml w  połowie pierwszej godziny dowozu); dalszy 
przebieg krzywych cukru w e krw i w  ciągu pięciu godzin utrzymuje się 
na tym  samym poziomie, do którego został podprowadzony przez począt­
kową zmianę minutową.

Granica. Pom iędzy V l 100 a 120 g na m2/godz mniej więcej znajduje 
się pasmo graniczne, przy którym układy enzymatyczne u osobników pra­
widłowych zbliżają się do stanu wysycenia podłożem. Odpowiada to po­
czątkowej zmianie minutowej pomiędzy 16,9 a 20,3 na 100 ml/min 
( =  przyrostowi g likozy we krw i w  połowie pierwszej godziny pomiędzy 
około 500 a 600 mg/100 ml).

Dowóz powyżej granicy wysycenia. Wreszcie powyżej Vl 120 g na 
m2/godz zostaje wyraźnie przekroczony stan równowagi m iędzy dowozem 
a najwyższą sprawnością w  usuwaniu glikozy ze krw i (Rys. 11). Być mo­
że przyczynia się do tego również przekroczenie pułapu oczyszczania krwi 
z glikozy przez nerki (por. rozdział 3. „W yn ik i” ), ale w  głównej mierze 
jest odpowiedzialne wysycenie enzymatyczne, przynajmniej dla tej grupy 
badań. P rzy  zwiększaniu się Vi krzyw e biegną coraz bardziej stromo ku 
górze, zbliżając się do kąta nachylenia, jaki posiada początkowa zmiana 
minutowa. Dalsze części krzywych nie zostaną przedstawione na tym 
miejscu.

OMÓWIENIE 

U W AG I OGÓLNE

Pomysł przebadania zapoczątkowującego okresu w  przebiegu jedno­
stajnego dowozu glikozy został urzeczywistniony na wykonanym już zbio­
rze doświadczeń, których nigdy nie prowadzono z tą myślą, że kiedykol­
w iek ich okres początkowy będzie przedmiotem osobnych badań. Wprost 
przeciwnie, na okres ten zwracano najmniej uwagi, gdyż uważano, że do­
piero po wytworzeniu się równowag w  dalszym ciągu dowozu zjawiska 
stają się miarodajne dla badacza, zwłaszcza, że dowóz glikozy prowadzono 
przez szereg dalszych godzin.

W  miarę jednak, jak przy zgłębianiu zapoznanego okresu poczęły się 
wynurzać prawidłowości i odstępstwa, wyłoniła się konieczność wyjaśnie­
nia wielu danych przy pomocy nowych doświadczeń, wykonanych bardziej 
udoskonalonymi sposobami.
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Możności tej został jednak autor całkowicie pozbawiony.

Wobec tego postanowiono nie uronić żadnego faktu, choćby się w yła ­
m ywał z szeregu innych, gdyż każdy z nich mógł rzucić światło na ca­
łokształt danych. Stąd przyszło do mozolnej analizy spostrzeżeń na psie 
Porc., oraz do przytoczenia wszelkich dostępnych cech, które m ogły po­
móc w  ocenie w yników  (wskaźnik odżywienia, powierzchnia, waga, tem­
peratura w  odbytnicy).

Okres zapoczątkowujący będzie tematem szeregu dalszych doniesień, 
w  których zostanie omówiona szerzej jego dynamika. Tymczasem zo­
staną naświetlone tylko fakty  dotąd opisane.

Z technicznego punktu widzenia szczególnym uproszczeniem w  obec­
nie przedstawianych danych jest, że podczas pierwszej półgodziny dowo­
zu wprowadzano wyłącznie około 2 0 %  rozczyn macierzysty glikozy bez 
dodatkowego dowozu wody. W  ten sposób objętość wprowadzanej g likozy 
i wody była proporcjonalna do wagi ciała, którą kierowano się przy daw­
kowaniu początkowym. Zaopatrzenie w  wodę w  tym okresie będzie omó­
wione w  dalszym sprawozdaniu, podobnie, jak i stopień rozcieńczenia 
osocza oraz wydalanie moczu.

Jak wynika z wielu naszych doświadczeń w ciągu pierwszej półgodziny 
dowozu glikozy jej stężenie we krwi wzrasta nie linijnie, ale w  postaci 
złożonej krzywej wykładniczej [6], której nachylenie coraz bardziej łagod­
nieje w. miarę upływu czasu, co stosuje się również do V i niższych [13, 12 ], 
niż użyte w obecnych badaniach. K rzyw a ta jest wypadkową nie tylko 
oporów i potężniejących ułatwień, które nastręcza każdy narząd przejściu 
weń obu składników wprowadzanego rozczynu, ale także jego osmotycz­
nego działania, które wciąga do krwi wodę w  rozmaitym stopniu z różnych 
narządów [18].

Na pewien szczegół należy położyć nacisk. W  obecnych badaniach 
w  danych warunkach przygotowania dietetycznego, nawet u najsilniej 
przyswajających, spoczywających psów nie zdarzyło się nigdy nawet przy 
najniższych Vn  by szczyt krzywej cukru we krw i wystąpił wcześniej, niż 
w  połowie pierwszej godziny dowozu, także i w tedy nie, gdy potem na­
stępował bardzo w ybitny spadek krzywej, związany z fazą II. Gdyby 
szczyt krzywej pojawiał się wcześniej, a punkt w  połowie pierwszej go­
dziny znajdował się już na ramieniu zstępującym krzywej nie można by 
w  poprawny sposób obliczyć stałej bp. Nawet przy bardzo niskich V. k rzy ­
wa cukru we krw i jeszcze wzrasta krócej lub dłużej po 30 minucie dowo­
zu glikozy podczas dalszego wstrzykiwania.

Podobnie, jak w dawniejszych doniesieniach [27— 32, 34], oparto się 
w  obliczeniach wyłącznie na przyroście cukru we krw i ponad poziom jego, 
oznaczony tuż przed dowozem glikozy, jak to się zresztą stosuje również
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szeroko w  piśmiennictwie. Można przeciw temu wysunąć zastrzeżenia przy 
tak subtelnych pomiarach, jak stałej bp. A lbow iem  odejmowana wartość 
cukru w e krw i wstępnej to głównie w ytw ór wątroby, która przestaje 
wydzielać do krw i glikozę u psa już przy całkowitym stężeniu cukru we 
krw i 150— 200 mg/100 ml, czyli przy ACkvJ- około 50— 100 mg/100 ml [3]. 
Wobec tego przy wszystkich zastosowanych V n już w  ciągu pierwszej pół­
godziny dowozu, wątroba przestaje wyrzucać do krw i glikozę. Zdawać by 
się mogło, że w  ten sposób znika powód do brania w  rachubę jej czyn­
ności w  postaci odejmowania cukru wstępnego, skoro ta czynność już nie 
odbywa się. Okazało się jednak [21], że nawet wtedy, gdy po wstrzyknię­
ciu glikozy, czynność ta zostaje zahamowana, wytworzona uprzednio g li- 
koza pozostaje we krw i ponad godzinę bez zmiany stężenia, widocznie 
oszczędzana, gdyż w  swych działaniach zostaje zastąpiona przez w strzyk­
nięty z zewnątrz cukier. Prócz tego i ta czynność wątroby jest prawdopo­
dobnie osobniczo zmienna, wobec czego nie byłoby stosowne użycie sche­
matycznych poprawek. Błąd, w yw iązu jący się ze stosowania przyrostu 
cukru we krw i ponad poziom wstępny, byłby w iększy dla niskich V l niż 
dla wysokich. W warunkach fizjologicznych wątroba wydziela do krw i
0.16 g glikozy na kg/godz [3]. Jest to 1/6 najniższej z zastosowanych V i 
(1,00 na kg/godz). P rzy  najniższych V i błąd ten mógł wpływać na obni­
żenie stałej bp, jednakowoż w  miarę wzrostu V i tracił na znaczeniu.

ZNACZENIE W YK RYTEGO  ZW IĄZK U  M IĘDZY STĘŻENIEM POCZĄTKOW YM  GLIK O ZY  
WE K R W I A DAW KĄ TEGO CUKRU

W jakikolw iek sposób wyrazić przyrost glikozy w e krw i w ciągu 
pierwszej półgodziny dowozu, czy jako przyrost na pół godziny, dC® ~;30', 
czy też na minutę AC°k~ S()/t, streszcza on zachowanie wprowadzanej g li­
kozy; z jednej strony mówi o jej nagromadzeniu się w e krw i i płynach 
stojących z nią w  równowadze, z drugiej zaś o usuwaniu jej ze krw i i faz 
stojących z nią w  związku.

Jeżeli w  obecnych badaniach występują przy tym  jakieś prawidło­
wości, należy mieć na względzie, że obejmują one znaczną skalę prędko­
ści dowozu, od takich, jakie zachodzą fizjologicznie, aż do krańcowo w y ­
sokich, które po paru godzinach dowozu doprowadzają zw ierzę do zgonu. 
Mogą więc posiadać odpowiednio rozległe znaczenie. W danych z piśmien­
nictwa stosowano ostatnio przeważnie niskie dawki g likozy wprowadzane 
dożylnie już to naraz szybko [3, 5a, 8 , 12], już to jednostajnie [13, 12] 
przez nieco dłuższe okresy czasu, które albo nie doprowadzały do cukro- 
moczu, albo tylko do cukromoczu nieznacznego stopnia. Uzupełniają one 
od dołu użytą w  obecnym doniesieniu skalę V r

Przyrost glikozy we krw i w  zapoczątkowującym okresie jednostajnego 
dowozu glikozy posiada następujące właściwości:
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1. Proporcjonalność do dowozu

Gdy wykreślić przyrosty stężenia glikozy w e krw i w  stosunku do do­
wozu glikozy (Rys. 1, 3, 9), umieszczonego na osi odciętych, leżą one 
w przybliżeniu na lin ii prostej, pod pewnym nachyleniem do osi odcię­
tych, niezależnie od tego, na jaką jednostkę ustroju dowóz się w yrazi 
(Rys. 9). Są więc na szerokiej przestrzeni zastosowanych chyżości dowozu 
proporcjonalne do niego.

Prosta ta nie wykazuje żadnych załamań, gdy ją wyznaczyć w ielo- 
punktowo u jednego i tego samego osobnika (Rys. 1). Dowodzi to, że na­
wet, gdy stężenie g likozy we krw i dojdzie do wartości, przy których m ógł­
by nastąpić stan nasycenia enzymatycznego (pułap przetwarzania), k rzy­
wa nie staje się bardziej stroma. Widocznie stężenie glikozy w e krw i jesz­
cze nie do wędrowało do środowiska stykającego się z każdym przyczół­
kiem enzymatycznym, czynnym przetwórczo, tak, by krańcowe natężenie 
jego czynności mogło się odbić we krw i bardziej stromym przyrostem stę­
żenia glikozy we krwi. Zatem w  tym okresie doświadczenia krew  jeszcze 
nie odzwierciedla stopnia natężenia sprawności mas enzymatycznych.

2. Stosunek prostej do punktu zerowego osi współrzędnych

Przy  zastosowaniu znacznej rozpiętości szybkości dowozu glikozy punk­
ty przyrostu stężenia wytyczają prostą, która u spoczywającego praw idło­
wego osobnika przebiega dokładnie lub prawie dokładnie przez skrzyżo­
wanie osi współrzędnych (Rys. 9).

Oznacza to, że w  chw ili rozpoczęcia wprowadzania nie zostaje urucho­
miony żaden czynnik, który by czy to przyspieszał (np. insulina), czy to 
hamował (np. adrenalina) usuwanie glikozy ze krwi. Być jednak może, 
że wyw iązują się oba rodzaje czynników, ale ich wypadkowa nie odchyla 
prostej od punktu wyjścia osi, w  pierwszej półgodzinie wlewania glikozy 
Sam zabieg wstrzykiwania dożylnego i związane z nim urazy nie żdają 
się doprowadzać do przemieszczenia prostej. Proporcjonalność do dowozu 
zaczyna się więc u zera.

Szczególne znaczenie tego szczegółu kinetycznego wystąpi w  dalszych 
doniesieniach, w  których zostaną uwidocznione działania, przemieszcza­
jące prostą. Przykład taki znajduje się i w  obecnym doniesieniu na rys. 2 
(psy Porc. i Giz.).

3. Zależność stosunku stężenie/dawka od wielkości osobnika

Zagadnienie, czy glikozą jest usuwana ze krw i w  proporcji wprost 
do wagi ciała, czy też do czegoś, co wzrasta znacznie powolniej, niż waga
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ciała, posiada poważne znaczenie biologiczne. Starano się je w yśw ietlić 
w  obecnym doniesieniu dla początkowego okresu dowozu, gdyż było to 
ważne dla ujęć ilościowych.

Dotychczas przede wszystkim dla wchłaniania 0 2 i funkcji z nim zw ią­
zanych (wytwórczość cieplna, przetwarzania tlenowe) udało się w ykryć 
na rozmaitych poziomach fizjologicznych zależność nie od wagi ciała, lecz 
od powierzchni ciała, lub takich funkcji matematycznych wagi ciała, które 
swą wielkością są bliskie wagi ciała, jak W 3 4 ( =  W 0,7’ ), lub W 0,73 [4a, 15, 
16]. W  ten sposób zużycie 0 2, oznaczone symbolem F, w  postaci równania

F =  a- W 0,73 lub F =  a • W 0,75

stosuje się poprzez świat dojrzałych ssaków najrozmaitszej wielkości. 
G dy obliczyć, ile tlenu zużywa jeden kilogram zwierzęcia, okazuje się, że 
im zw ierzę większe, tym  mniej tlenu zużywa 1 kg jego wagi ciała, co się 
uzyskuje z powyższego równania przez podzielenie obu jego stron przez W. 
W tedy czynność, przypadająca na 1 kg wagi ciała równa się

W  W

F
a według drugiego równania: - =  a • W 0,2R. Istotnie w iele sił czynnych,

W
które mają łączność z oddychaniem tlenowym, a zawartych w  jednostce 
wagi ciała, zmniejsza się w  miarę, jak wzrasta wielkość osobników różnych 
gatunków. W  ten sposób zmniejszają się na 1 kg wagi narządu: wchłania­
nie 0 2 przez skrawki narządów [26], stężenie cytochromu c [20] i oksydazy 
cytochromowej [7], dehydrogenazy kwasu jabłkowego [9], glutationu [19j 
i ilość mitochondriów w  wątrobie [22b]. Lecz są i sprzeciwy [2].

Gdy się chce ująć ilościowo zależność m iędzy usuwaniem glikozy ze 
krw i w  początkowym okresie dowozu, a wielkością osobnika, występuje, 
jako czynnik w ikłający, druga niewiadoma, a mianowicie osobnicza spraw­
ność w usuwaniu glikozy ze krwi, tylokrotnie uwydatniana powyżej. Sta­
rano się od jej wpływu uwolnić przy pomocy dwojakiego rodzaju do­
świadczeń:

a) W  zespole zwierząt bardziej jednostajnie przygotowanych i posia­
dających bardzo podobny odczyn na dowóz glikozy doszło do bardzo w y ­
raźnego poddania się przyrostu glikozy we krw i jednostajnemu prawu 
(lin ii prostej), gdy przyrost ten wyrażono na dawkę glikozy, obliczoną dla 
P, W 3/4 i W0,73 (Rys. 9, Tabl. 3). Różnice w  usuwaniu glikozy ze krw i, któ­
re występują u osobników różnej wagi ciała, znikają, gdy przyrost glikozy
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we krwi wyrazić na dawkę, odniesioną do powierzchni ciała lub funkcji 
pokrewnych. Jest to zjawisko podobne, jak to, które dostrzegli badacze 
dla wchłaniania 0 2 u osobników różnej wielkości (Rubner, Richet i inni), 
przy końcu ubiegłego stulecia.

b) W  drugiej grupie doświadczeń wykazano (Rys. 8), że nawet gdy się 
u prawidłowych osobników wywoła pewną rozpiętość natężenia spraiuności 
w usuwaniu glikozy ze krw i, można oddzielić sprawność przetwórczą od- 
zależności, sprzężonej z wagą osobnika. W  tej grupie dawka glikozy na 
1 kg wagi ciała była jednakowa dla wszystkich doświadczeń, natomiast 
przygotowanie dietetyczne było nieco odmienne, w  przeciwieństwie do 
poprzedniego zespołu danych, w  których przygotowanie dietetyczne było 
jednakowe, a dawki by ły  bardzo rozmaite. Okazuje się, że w  miarę jak 
powiększa się waga ciała, cukier w e krw i również wzrasta, i to podobnie 
dla tych osobników, które otrzym ywały prawie czysto węglowodanową 
dietę i m iały niską stałą bp , np. od 0,11— 0,13, jak i dla tych, które w  diecie 
otrzym ywały w iększy odsetek białka i tłuszczu i posiadały bp 0,14— 0,19.

W yniki ulegają ujednoliceniu i to zgcdnie z podawaną dietą, gdy je 
wyrazić przy pomocy stałej bp , a więc na powierzchnię ciała, a nie na 
wagę ciała.

Niewłaściwość wyrażania przyrostu glikozy we krw i w  stosunku do 
dawki na wagę ciała występuje szczgólnie wyraźnie przy porównaniu ze 
sobą małych osobników, usuwających (i przyswajających) glikozę gorzej, 
jak Zul. i Porc., z osobnikami większymi, usuwającymi (i przyswajającym i) 
glikozę szczególnie sprawnie, jak Andro. Przeciętna stała bw jest dla 
wszystkich trzech podobna: 3,859; 3,496 i 3,702, a w ięc nic nie mówi o w y ­
bitnych różnicach m iędzy nimi. Różnice wydobywa dopiero na jaw  stała bp \ 
Zul. 0,2056, Porc. 0,2128, wobec Andro. 0,1466, oraz stała bwm\ Zul. 2,263, 
Porc. 2,377, wobec Andro. 1,825.

Jakkolwiek pomiędzy powyżej opisanymi zjawiskami dla glikozy 
a wchłanianiem 0 2 istnieje ogniwo łączące w  postaci zależności od prawa 
powierzchni, jednak są i różnice, jak na przykład:

1) Przyrost glikozy we krw i dotyczy czegoś, co gromadzi się w  ustroju, 
a nie czegoś, co w  ustroju „znika” . Przyrost glikozy w e krw i jest niezużytą 
resztą i tylko pośrednio wyraża usuwanie ze krwi.

2) Przyrost glikozy w e krw i jest oznaczany, jako stężenie. Można by 
go przełożyć na ilość, gdyby oznaczyć „przestrzeń” , w  której przyrost 
się rozmieszcza.

Przypuszczalne wyjaśnienie, jak przychodzi do gromadzenia się g liko­
zy we krw i w  zależności od wagi osobnika, usiłuje dać rys. 12. S iły usu­
wające glikozę ze krwi, zostały przedstawione w  postaci mitochondriów 
wątroby. Wykazano [22b], że liczba ich w  1 g wątroby zmniejsza się przy
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wzroście wagi zwierzęcia (od szczura do wołu) tak samo, jak zużycie 0 2, 
w  proporcji do około W_0>27. W  dwóch stykających się ze sobą układach, 
k rw i i komórkach narządów, krew jest odzwierciedleniem sił komórko-

Rys. 12. Schem at zależności okresu zapoczątkowania od rozm iarów  osobnika, gdy  
jego  w aga  w ynosi 5, 1*5 i 25 kg. Z iarn a  w ew n ątrz  kom órek sym bolizują siły usu­
w a jące  glikozę ze k rw i na przykładzie m itochondriów  wątroby. Rysunek nie uw zględ ­
nia w p ły w u  przepuszczalności, w ydalan ia  glikozy z moczem itp. W  m iarę, jak  
w zrasta  w aga  ciała, przy w prow adzan iu  tej samej daw ki glikozy na 1 kg w ag i 
ciała: w e k rw i stężenie glikozy zw iększa się w  proporcji do P  lub  W 0-73 lub W 0-75, 
zaś w  narządach (kom órkach) przypuszczalnie m aleje przeciętna ilość sił u su w a ją ­

cych glikozę ze k rw i na 1 kg w ag i, jak  W - °>27 lub  W - °>25.

wych, gdy się wprowadza jednakową dawkę glikozy na kg wagi ciała. 
W  miarę, jak powiększa się waga osobników badanych, zmniejsza się ilość 
sił czynnych w usuwaniu glikozy, przypadająca na jednostkę wagową 
tkanek, a glikozą we krw i gromadzi się przed ujściami, do których nie 
ma wstępu.

Gdyby była znana objętość przestrzeni, w  jakiej rozmieszcza się dopły­
wająca stale glikozą, można by obliczyć, jaką ilość g likozy odrzuca prze­
ciętnie 1 kg narządów, gdy waga osobników podnosi się. Byłaby to kon­
cepcja pośredniej metody badania allometrycznego czynności narządów 
u nietkniętych osobników różnej wagi ciała. Metoda bezpośrednia określa 
wprost czynność wyciętych narządów, lub ich części.

Na podstawie przytoczonych danych niepodobna dokładnie wyodręb­
nić poszczególnych dróg usuwania g likozy ze krw i i orzec, która z nich 
i w  jakiej m ierze może, w  danych warunkach, zależeć od wielkości osob­
nika. Obowiązuje jednak pewna zasada. Gdy nerki są prawidłowo spraw­
ne, niski przyrost glikozy we krw i w yw ołu je odpowiednio małe wydala­
nie glikozy z moczem, w  myśl zasad diurezy osmotycznej i sprzężonego 
z nią wydalania ciał rozpuszczonych, podlegających usunięciu. Obniżenie 
się stałej bp oznacza więc w  tych okolicznościach wzmożone pobieranie 
glikozy ze krw i przez tkanki pozanerkowe, zatem wzmożone jej przetwa­
rzanie, co widać na rys. 1 u osobnika Andro. Natomiast przy zjawisku od­
wrotnym, a mianowicie przy podwyższaniu się stałej bp , należy już brać
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pod uwagę nie tylko zmniejszenie przetwarzania, ale także upośledzenie 
czynności nerek.

Niektóre ogólne wytyczne pozwalają na przybliżoną ocenę, w jakim 
stopniu poszczególne drogi uchodzenia glikozy ze krw i mogą być odpo­
wiedzialne za zależność od rozmiaru ciała i czy istnieją jakieś zasadnicze 
sprzeciwy przeciw udziałowi którejś z nich w  tym  zjawisku:

a) U d z i a ł  c z y n n o ś c i  n e r e k

Niektóre składowe czynności nerek (sączenie kłębkowe, przepływ oso­
cza przez nerkę) wykazują ściślejszą zależność od powierzchni ciała, niż od 
jego wagi [22a].

 ̂ Wobec tego, w obecnych badaniach, w  przypadkach, odznaczających 
się wysokim cukromoczem (znaczne prędkości dowozu glikozy), można by 
przypisać uchodzeniu glikozy przez nerki pewną część zależności od po­
wierzchni ciała. Jednakowoż taka sama zawisłość od powierzchni w ystę­
puje także wtedy, gdy cukromocz jest niewielki, albo, gdy go prawie wcale 
nie ma (niskie prędkości dowozu). Jest więc rzeczą wysoce prawdopodobną, 
że także i druga droga uprzątania glikozy ze krwi, a mianowicie droga 
przetwórczego zużycia, widocznie stoi w ściślejszej łączności z powierzchnią 
ciała, niż z jego wagą.

b) U d z i a ł  z a l e ż n o ś c i  t l e n o w y c h

Na obu głównych drogach usuwania glikozy ze krw i spotyka się zależ­
ność od zaopatrzenia tlenowego, a więc zarówno na drodze nerkowej, jak 
i przetwarzania. W  obu przypadkach istnieje możliwość, że udział zależ­
ności od przetwarzań tlenowych wniesie ze sobą także zawisłość od po­
wierzchni. Mechanizm nośny wchłaniania zwrotnego g likozy z wnętrza ce­
wek krętych do krw i wymaga podsycania energią, powstającą z utleniań, 
i zdaje się być proporcjonalny do powierzchni ciała. Jednakowoż docho­
dzi on do pułapu nasycenia już przy stosunkowo niskim dowozie glikozy, 
gdy zostaje osiągnięte stężenie cukru w  osoczu 200 mg/100 ml („p róg” ), 
i od tego stężenia w  górę utrzymuje się na szczeblu najwyższego nasyce­
nia, bez objawów „zmęczenia” [22a]). Należy więc przypuścić, że już przy 
najniższych prędkościach dowozu, tlenowe zużycie glikozy na zaspokojenie 
tego procesu (o ile ono może w  tych warunkach podnieść energię jonu fos­
foranowego na wyższy poziom) ustala się na pewnym pułapie, który już 
nie ulega zmianie przy wzrastającym dowozie i stężeniu glikozy we krwi. 
Jako wartość stała usuwa się spod obecnych rozważań. Co zaś do całkowi­
tego utleniania glikozy, obliczonego przy pomocy sposobów kalorymetrii 
pośredniej, oznaczenia wykazały, że jest ono nieznaczne w  pierwszej pół­
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godzinie dowozu w  stosunku do całości przetwarzanej glikozy (por. 
punkt c). Gdyby jednak nawet przetwórczość tlenowa grała wybitniejszą 
rolę, nie można z góry przesądzić, że zależność zużycia 0 2 od powierzchni 
ciała przyjęta ogólnie dla warunków zwanych podstawowymi (w  kilka­
naście godzin po ostatnim posiłku, itd.) stosuje się również wtedy, gdy 
ustrój zostaje obarczony ogromnymi ilościami podłoża. N ie podobna więc 
przyjąć, że tlenowe przetwarzanie glikozy skupia na sobie wyłącznie, albo 
nawet w  przeważającym stopniu, zależność usuwania g likozy ze krw i 
od wielkości osobnika, i że inne drogi przetwórczego usuwania od rozmia­
rów osobniczych nie zależą.

c) I n n e  d r o g i  p r z e t w a r z a n i a ,  n i ż  t l e n o w a

Jak już wykazano [34] pomiędzy drugą a czwartą godziną dowozu g li­
kozy, gdy zjawiska przetwórcze dobiegają do szczytu, pułap najwyższego 
utleniania glikozy zostaje, praktycznie biorąc, osiągnięty już przy przy­
roście glikozy w e krw i o 300 mg/100 ml ponad poziom podstawowy. Na­
tomiast całkowite przetwarzanie g likozy powiększa się dalej przy dalszym 
wzroście stężenia glikozy w e krw i do 800 mg/100 ml. Do tego więc stęże­
nia powiększa się glikoliza (bezpośrednio oznaczana), odkładanie gliko­
genu i tłuszczu, mimo braku widocznego potęgowania się utleniania. W y­

razem tego zjawiska jest iloraz oksydacyjny, glikozą P1*2.6^ 01,20113 na ca_
utleniona

łym nietkniętym i nieuśpionym zwierzęciu, dla tego okresu. Wynosi on 
od około 2 przy niskich stężeniach cukru we krw i aż do 5,5 powyżej 
800 mg/100 ml przyrostu glikozy we krwi. Iloraz ten daje miarę zarówno 
udziału utleniania w  przetwarzaniu całkowitym, jak i zmniejszania się 
tegoż udziału przy wzroście stężenia cukru we krwi.

Natomiast dla całej pierwszej godziny dowozu glikozy, np. u psa Ordo. 
(por. dane tabl. 1) iloraz ten jest znacznie wyższy, gdyż najwidoczniej 
utlenianie rozw ija się stosunkowo powolniej, niż inne drogi przetwórcze­
go usuwania glikozy. I tu jednak przy wyższym  dowozie i wyższym  prze­
ciętnym przyroście glikozy we krw i wykazuje na ogół wyższe wartości, 
niż przy dowozach niższych, co widać z następującego zestawienia (Tabl. 4).

Udział utleniania jest więc podczas całej pierwszej godziny dowozu 
wybitnie mniejszy, niż od 2— 4 godziny dowozu, a podczas pierwszej poło­
w y pierwszej godziny jest napewno jeszcze mniejszy. Ponieważ prawo po­
wierzchni dla początkowego przyrostu glikozy we krw i stosuje się do 
wszystkich użytych szybkości wprowadzania, prawdopodobnie obejmuje 

także przetwarzanie nieutlenianej części glikozy, a więc wszystkie po­

http://rcin.org.pl



132 M. W IERZUCHOW SKI [40]

chodne glikozy, które się tworzą w  tych warunkach, i to także na tym 
odcinku prędkości dopływu cząsteczek, na którym  coraz bardziej zw ięk­
sza się proporcja nietlenowych dróg przetwarzania.

T a b l i c a  4

Udział utleniania glikozy w  przetwarzaniu całkowitym. Pierwsza godzina 

jednostajnego dowozu glikozy przez żyłę z różnymi chyżościami. Pies Ordo.
Bliższe dane w  tabl. 1

Dow óz glikozy  

g na m'Vgodz

Przeciętny przyrost 
glikozy w e  k rw i  

mg/100 ml

Przetw arzanie  
g na mVgodz

Utlenian ie  
g na nR/gcdz

Iloraz
oksydacyjny

21,1 55 17,8 1,7 11
41,2 115 32,9 2,9 12
62,7 186 44,6 3,7 12
85,9 248 56,9 5,0 11

105,8 317 64,5 6,1 12
126,8 410 74,5 4,1 19
148,8 549 61,0 5,5 12
169,4 560 86,4 5,4 16
191,6 632 94,7 6,9 14

Ostatecznie dochodzi się do przekonania, że nie ma drogi uchodzenia 
glikozy ze krwi, która by nie mogła zależeć od wielkości osobnika w  sen­
sie prawa powierzchni. N iniejsze doniesienie wskazuje na prawdopodo­
bieństwo tej zależności u spoczywającego osobnika nie tylko dla stanów 
najlżejszego obciążenia, ale poprzez wszystkie stany pośrednie aż do ta­
kiego obarczenia ( V ■), które po kilku godzinach trwania kończy się cięż­
kim wstrząsem i śmiercią zwierzęcia.

Gdy narządy, usuwające glikozę ze krwi, są sprawne, stałe bp, b^o.73 

i b^.0,75 są uniezależnione od dróg usuwania glikozy ze krwi. Są wygodne 
w  użyciu, gdyż w jednej cyfrze charakteryzują sposób obchodzenia się 
ustroju z glikozą. N ie wymagają osobnego podania: 1) wielkości osobnika,
2) prędkości dostarczania glikozy do krwi, 3) wartości wstępnego stężenia 
cukru we krwi, oraz 4) stężenia jego po 30 minutach jednostajnego dowo­
zu glikozy.

Jest to bądź co bądź uderzające, że jeszcze po półgodzinnym jednostaj­
nym dowozie rozczynu glikozy można we krw i wyśledzić każdy gram g li­
kozy doprowadzonej, gdyż bez względu na to, ile gramów glikozy w pro­
wadza się naraz (w  granicach, określonych w  obecnym doniesieniu), każdy 
z osobna gram dowiezionej g likozy wytwarza taki sam przyrost glikozy 
we krw i żylnej, odpływającej z  g łow y psa (Vena jugularis ext.).
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4. Kąt nachylenia prostej (stała bp)

W  rozpatrywanym układzie zjawisk kinetycznych okresu zapoczątko­
w ującego kąt nachylenia prostej świadczy o prędkości usuwania glikozy 
ze krw i i płynów z nią związanych: im większe usuwanie glikozy ze krwi, 
tym  mniejszy kąt nachylenia do osi odciętych, podającej prędkości do­
wozu. Kąt nachylenia, wyznaczony dla w ielu chyżości dowozu u jednego 
i tego samego osobnika pozwala na subtelne wyodrębnienie poszczegól­
nych osobników nawet, gdy ich wartości znajdują się w  obrębie uznanych 
za wzorcowe (Rys. 1).

Spośród rozległej grupy osobników o wzorcowym  nachyleniu prostej, 
cechującym się przeciętną stałą bp równą 0,163, odcina się wyraźnie drobna 
grupa zwierząt, które mają stałą bp przeważnie wyższą, niż 0,190. Są to 
osobniki klinicznie zdrowe, a nawet czasem n iezwykle wytrzym ałe (Porc.). 
Na przykładzie osobnika Porc. opisano szczegółowo ich zachowanie się 
nie tylko w  okresie zapoczątkowującym, ale także w  dalszym przebiegu 
wlewania, a także w długim ciągu doświadczeń na jednym i tym  samym 
osobniku. Przyczyną zwiększenia stałej bp zdają się być w  tym przypadku 
zarówno upośledzenie lekkie czynności nerek, jak i ogólnego przetwa­
rzania. Od dawna dostrzeżono takie odczyny u osobników zresztą pra­
w idłowych [36], co zostało potwierdzone przez pracownię K. Thomasa [25]. 
N ie można na pewno orzec, co doprowadza do takiego stanu.

5. Znaczenie stałej bp dla przewidywania dalszego przebiegu dowozu 
glikozy oraz jako sprawdzianu dla porównywania doświadczeń

K rzyw a cukru we krwi w  pierwszej półgodzinie dowozu stanowi część 
ramienia wstępującego tego odcinka początkowych krzywych cukrowych, 
które nazwano niegdyś fazą I [36], Dopiero po nim rozwiną się zjawiska 
znamienne dla danej prędkości dowozu. A  jednak nie jest to tylko okres 
wysycania przedpola tkankowego glikozą, lecz także częściowego zużycia 
oraz usuwania ze krwi na innej drodze. Stała bp zawiera zapowiedź po­
tencjału przetwórczego, jaki będzie panował w  dalszej części 6-godzinnego 
wlewania (Rys. 2, 5) i w znacznej m ierze sprawności przetwórczej, która 
będzie istniała w ciągu znacznej części życia psa (Rys. 1, 2). A le  także 
i z innych powodów stała bp jest użyteczna. Pozwala ona bowiem ocenić, 
z krótkiego początkowego odcinka dowozu, zdatność danego zwierzęcia 
do doświadczeń, możliwości dalszego przebiegu dowozu, pozwala przew i­
dzieć, kiedy wystąpią oczekiwane objawy, wysycenie enzymatyczne, pu­
łapy poszczególnych czynności, nieodwracalność itd.

Wysoka stała bp stanowi ostrzeżenie, że u danego osobnika krzywa 
cukru będzie przebiegać w yżej, niż u osobników wzorcowych, że szybciej
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przekroczy pułapy usuwania glikozy ze krwi, a w tedy szybciej dojdzie 
do nieodwracalności u osobnika przeciętnego (Zul.), choć osobnik w y ­
jątkowo odporny (Porc.) może znieść bez szkody nawet stężenia cukru 
we krwi, wywołujące zwyczajnie nieodwracalność. Wysoka stała bp nie 
musi być właściwością stałą danego osobnika i może się zdarzyć, że opad­
nie do wielkości wzorcowej. Łatwo sobie bowiem wyobrazić, że stan,, 
który doprowadza do wysokich stałych bp może ulegać wahaniom.

Jeszcze z innych w zględów  stała bp okazała się cenna, a mianowicie 
przy ocenie różnorodnego materiału doświadczalnego podczas wlewań do­
żylnych glikozy. U osobników różnej wielkości dobieranie 'doświadczeń 
wykonywanych wśród stosowania różnych Vif według wysokości stałej bp 
wprowadza porządek tam, gdzie się zdawało, że się go nie uzyska, i po­
zwala zaoszczędzić trudu doświadczalnego długotrwałych wlewań doży l­
nych [24],

6. Poprawność oznaczenia stałej bp

Stała bp , oznaczona przy pomocy niskich wartości obu parametrów, 
które się na nią składają, a mianowicie AC®~m' j t  i V i posiada w iększy 
błąd doświadczalny, niż przy wysokich wartościach V Prawdopodobnie 
należy pokładać większe zaufanie w  stałe bP oznaczone przy wyższych V i} 
gdy w  ustroju dochodzi w  dalszym przebiegu dowozu do poziomu glikozy 
we krwi, który już w yw ołu je najwyższe przetwarzanie, a jeszcze nie do­
prowadza do pułapu najwyższej sprawności nerkowej. Stała bp powinna 
być oznaczona w  warunkach, stosowanych przy oznaczaniu podstawowej 
wym iany gazowej. Zw ierzę nie powinno wykazywać trwogi, drżenia, ru­
chów mięśniowych, ziajania itp. Wszelkie stany wzruszeniowe odbiją się 
przede wszystkim na początkowym okresie dowozu.

WNIOSKI OGÓLNE

1) Zastosowano sposoby allometryczne do zapoczątkowującego w ysy­
cania ustroju glikozą w  szczególnych warunkach: przy szybko zmienia­
jącym się składzie nietkniętego prawidłowego ustroju, karmionego w  roz­
maitym stopniu podłożem łatwo przetwarzalnym. W ykryto wzajem ny sto­
sunek między dwiema częściami ustroju: a) z jednej strony zasobem sił, 
związanych z komórkową częścią ustroju, które zabierają glikozę ze środo­
wiska wewnętrznego, b) z drugiej zaś strony szybkością gromadzenia się 
glikozy w  tymże środowisku. Wykazano, że w  miarę, jak wzrasta rozmiar 
osobnika, pomniejsza się zasób sił, przypadający na jednostkę w agi ciała, 
wskutek czego glikoza odpowiednio gromadzi się przed ujściami dla niej 
zamkniętymi.

[42}
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2) Już zatem w pierwszej półgodzinie jednostajnego dowozu glikozy 
przyrost je j w e krw i jest nie tylko funkcją narzuconych warunków i osob­
niczej sprawności, ale również oprócz tego wynikiem  ładunku sił, którym 
jest obdarzona jednostka wagi ciała według praw, przywiązanych do roz­
miarów osobnika (np. W -025 do W “ 0’27), a nie do formuły jego odczynu na 
wprowadzane podłoże.

3) Z badań powyższych wyłania się szczególny rodzaj w ięzi tkanek 
m iędzy sobą w  stosunku do glikozy. Siły przemieszczające glikozę ze 
krw i, a i czynne przy jej przetwarzaniu, rozdzielają się pomiędzy tkanki 
według zasady, która zdaje się w  sumie działać podobnie, jak dla zuży­
wania 0 2 przez narządy. Porównanie obu tych w ielkich czynności w roz­
m aitych tkankach z punktu widzenia allometrii może stanowić pole do 
dalszych badań.

W ydanie niniejszej pracy zostało umożliwione wyłącznie przez za­
siłek, udzielony przez Polską Akadem ię Nauk, W ydział V I Nauk M e­
dycznych.

STRESZCZENIE

Dowożono glikozę przez żyłę w  ciągu sześciu godzin z jednostajną chy- 
żością od 1— 9 g na kg/godz, w doświadczeniach na spoczywających pra­
w idłowych psach (9  )•

Opracowano kinetykę przyrostu stężenia cukru we krw i pomiędzy po­
czątkiem dowozu glikozy a 30 minutą dowozu w  stosunku do w yw ołu ją­
cej ten przyrost dawki glikozy. W  tym  odcinku czasu stężenie cukru we 
k rw i bezustannie wzrasta przy każdej dawce.

Posiada on następujące cechy:

1) Zapoczątkowujący półgodzinny przyrost glikozy we krw i (oś rzęd­
nych) powiększa się lin ijn ie proporcjonalnie do szybkości dowozu (oś od­
ciętych) cukru.

2) Prosta ta przechodzi przez punkt zerowy osi współrzędnych.
3) Kąt nachylenia prostej do osi odciętych zmniejsza się wraz ze wzmo­

żeniem usuwania glikozy ze krwi.
4) Przyrost cukru we krw i, przy jednakowej dawce na jednostkę wagi 

ciała, jest tym  większy (glikoza ze krw i jest tym  gorzej usuwana), im 
w iększy rozmiar ciała ma osobnik. Różnice te ulegają wyrównaniu, gdy 
dawkę wyrazić na powierzchnię ciała lub na wagę do potęgi 3A lub 0,73 
(,,prawo powierzchni” ).

5) Wszystkie wymienione cechy zbiera w  jednej wartości stała, której 
wahanie dla wzorcowej grupy doświadczeń wynosi ±  8,6°/o.

http://rcin.org.pl



136 M. W IERZUCHOW SKI

6) Pomiędzy stałą a wydalaniem glikozy przez prawidłowe nerki 
istnieje równoległość w tym znaczeniu, że przy niskim przyroście glikozy 
we krw i (niskiej stałej) cukromocz jest mniejszy.

Stała wykazuje różnice osobnicze w  usuwaniu glikozy ze krw i, oraz 
wybitne odstępstwa, gdy zachodzą upośledzenia wydalania glikozy przez 
nerki lub przetwarzania. Pozwala ona przewidzieć z grubsza, z krótkiego 
okresu zapoczątkowującego, przebieg krzywych cukrowych w  dalszym 
ciągu nacukrzania, sprawność przetwórczą w  dalszych dłuższych odcin­
kach życia psa, chwilę wystąpienia groźnych objawów  znacznego w ysy- 
cenia glikozą, itd. Umożliw ia także dobór zwierząt doświadczalnych. 
Ujmuje cyfrowo początkowy stosunek stężenie/dawka dla glikozy u da­
nego gatunku.

Dla osobników, poddawanych wysokim nacukrzeniom, stworzono układ 
sprawdzianów dla porównania, gdy zwierzęta te mają różne stałe począt­
kowego przyrostu glikozy we krwi.
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P R IM IN G  O F  T H E  S A T U R A T IO N  W IT H  IN T R A V E N O U S  G L U C O S E  

IN  A  R E S T IN G  D O G  A N D  IT S  B O D Y  S IZE

S u m m a r y

Glucose was introduced intravenously over 6 hours at a steady rate 
o f 1— 9 g per kg/hour, in 131 experiments on 38 resting normal dogs ( 9) *  
Kinetics o f the rise o f blood glucose concentration was explored over 
the first half hour o f glucose supply in relation to dosage. The fo llow ing 
features were revealed:

1) Average half hourly glucose increment in blood (ordinate axis) 
during priming increases in linear proportion w ith the rate of glucose 
supply (axis o f abscissae).

2) The straight line o f this increment plotted versus large .scale o f the 
rates o f glucose supply passes through the origin o f Cartesian co-ordinates.

3) The angle between the straight line and the axis o f abscissae di­
minishes as the disappearance o f glucose from  the blood grows.

4) Magnitude o f the increment depends upon body size o f the indi­
vidual but not directly upon body weight. Identical dose per unit body
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weight is less effic iently removed from  the blood in larger sized indivi­
duals, than in smaller ones. These differences, however, disappear when 
the increment is expressed against dosage calculated per body surface 
area or per body weight raised to the 0.73— 0.75-th power ( “ surface area 
law ” ).

5) A ll the features referred to are accounted for by a constant with 
a coefficient o f variation o f merely ±  8.6°/o for the standard group of 
data.

6) There is a parallelism between the constant and the rate of glucose 
elim ination by kidneys (if these are efficient) in the sense that low blood- 
glucose increment is attended by m ore moderate glycosuria.

The constant derived from  the short priming period permits to anti­
cipate roughly the further shape o f glucose curves, glucose tolerance in 
the fo llow ing longer periods of dog’s life, moments o f dangerous symp­
toms o f extreme saturation with glucose etc. It discloses individual d if­
ferences in glucose removal from the blood and abnormalities when there 
are changes in renal elim ination or metabolic transformation o f glucose 
or both.

It also makes it possible properly to select individuals for special 
carbohydrate problems, and to determine the initial value o f the concen­
tration/dosage ratio for glucose in the given species for comparison with 
others.

For individuals highly saturated w ith glucose and having different 
constants o f the initial blood glucose increment a system of criteria has 
been built up for the purposes o f comparison o f the prim ing constant 
w ith the further course o f glucose disposal.

Otrzym ano 31.12.1957 r.
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WSTĘP

Białka mózgu stanowią około 8°/o jego całkowitej wagi, a około 40°/o 
wagi w stosunku do innych oprócz wody, składników mózgu (Mc Ilwain 
[19]).

Białka mózgu można podzielić na szereg frakcji różniących się między 
sobą rozpuszczalnością w  roztworach soli, w  rozcieńczonych roztworach 
zasad i w  rozpuszczalnikach organicznych, a także zachowaniem się wo­
bec enzymów proteolitycznych (Pałładin [23], Logan i współpr. [17], 
Low ry  i współpr. [18]).

Stosunki ilościowe, w  jakich występują te frakcje, nie są jeszcze osta­
tecznie ustalone. Mimo szybkiego rozwoju badań cytochemicznych zmie­
rzających do ustalenia lokalizacji poszczególnych enzymów w  tkance ner­
wowej (Haidoo, Pratt [10], Robins i współpr. [28, 29], Pope, Anfin- 
sen [27]), nie zdołano dotychczas powiązać z oddzielnymi frakcjam i biał­
kowym i różnorodnych własności enzymatycznych, jakim i cechuje się np. 
homogenat tkanki mózgowej (Mc Ilwain [19]).

W  ostatnim czasie przeprowadza się próby zmierzające do rozdzielenia 
białek mózgu przy pomocy elektroforezy bibułowej. Booij [2] wyodrębnił 
tą drogą 5 frakcji leżących w obszarze globulin i 2 frakcje nazwane przez 
niego frakcjami x r i x 2 posiadające punkt izoelektryczny (P I), leżący 
w obszarze bardziej zasadowym niż P I globuliny surowiczej. Kreup [16]. 
Pałładin i Polakowa [24] wyodrębnili 6 frakcji, a Krawczyński i D rew ­

*) Praca subsydiowana przez Komitet Biochemiczny PAN.
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nowska [13] —  9 frakcji. Badanie białek mózgu przy pomocy elektroforezy 
bibułowej ogranicza się na razie do badania białek rozpuszczalnych 

w  roztworach soli po uprzednim rozbiciu ich wiązania z lipoidami.
Białka mózgu występują przeważnie w  postaci złożonych komplek­

sów białkowych takich, jak nukleoproteidy, fosfoproteidy, lipoproteidy 
lub swoiste dla tkanki mózgowej pro-teolipidy (Folch i współpr. [7]). 
Znacznego stopnia nietrwTałość tych kompleksów utrudnia w  dużej mie­
rze prowadzenie badań zmierzających do ustalenia ich ¡struktury i włas­
ności. Kompleksy białkowe stanowią prawdopodobnie postać, w jakiej w y­
stępują białka mózgu w  warunkach fizjologicznych. Spośród tych kom­

pleksów szczególne zainteresowanie budzą kompleksy nukleoproteidowe 
przede wszystkim ze względu na ich szczególną rolę, jaką odgrywają 
w  procesie biosyntezy białek w  komórce. Dlatego też przedmiotem na­
szych badań uczyniliśmy kompleksy nukleoproteidowe wyizolowane 
z tkanki nerwowej myszek (mózg, móżdżek) (w g M irsky’ego i Pollistera 

[21]).

W  badaniach nad metabolizmem białek mózgu szczególnie użytecz­
nymi okazały się aminokwasy znakowane radioaktywnymi izotopami. N a j­
częściej stosowano aminokwasy znakowane radioaktywną siarką 35S (Gai- 
tonde, Richter [9, 8], Clouet, Richter [3], Cohn, Gaitonde, Richter [4], 
Pałładin, Wertaimer [25], Pałładin, Bielik, Kraczko [26], Rozengart, Ma­
słowa [30], Krawczyński, Silicz [14]), N ieczajewa [22]). Rzadziej posługi­
wano się aminokwasami znakowanymi radioaktywnym izotopem węgla 
14C (Sadikowa, Skworcewicz [31], Winnick i współpr. [39]).

W  badaniach nad metabolizmem kompleksów nukleoproteidowych 
i fosfoproteidów stosowano szeroko radioaktywny fosfor 32P  (Skwirskaja, 
Silicz [34, 35], Kreps i współpr. [15], W ładim irów [40], Eggelhardt i L i-  
sowskaja [6] i inni).

W  naszych badaniach zastosowaliśmy D, L-tyrozynę znakowaną 
izotopem 14C w grupie karboksylowej. W ybierając jako indykator amino­
kwas, nie wchodzący w  skład kwasów nukleinowych, położyliśmy tym  
samym główny nacisk na przebadanie procesu odnowy białkowej części 
nukleoproteidowego kompleksu. Umożliw iło to nam także przebadanie 
procesu odnowy innych białek stanowiących pozostałość po przeprowa­
dzeniu frakcjonowania (w g M irsky’ego i Pollistera [21]).

Analogicznemu frakcjonowaniu poddaliśmy też tkankę wątrobową 

wychodząc z założenia, że przy dootrzewnowym podaniu znakowanego 
aminokwasu stanowi ona pierwszy narząd, przez który aminokwas ten 
przechodzi.
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METODYKA BADAŃ

A. Materiał doświadczalny

Badania przeprowadzono na białych myszkach wagi od 20 do 25 g. 
Przez cały czas doświadczenia zwierzęta znajdowały się na zwykłej diecie,

B. Wprowadzenie izotopu

Myszkom wprowadzono dootrzewnowo roztwór wodny D, L -tyro ­
zyny znakowanej w  grupie karboksylowej 14C —  w  ilości od 1800 do 
4600 imp/min. na 1 g wagi. Zw ierzęta zabijano przez dekapitację po 
upływ ie 3, 6, 12, 24, 36, 48 i 72 godzin od chwili wprowadzenia izotopu. 
W  jednym  doświadczeniu zabijano 25 myszek, których narządy łączono 
i opracowywano razem.

C. Preparatyka białka całkowitego z mózgu, móżdżku, wątroby i surowicy
myszek

Po  zabiciu zwierząt szybko wyjm owano mózg, móżdżek i wątrobę. 
Po opłukaniu w  fizjologicznym  roztworze NaCl, osuszeniu bibułą filtra ­
cyjną i zważeniu —  rozcierano w  moździerzu do konsystencji kremu 
(łączna waga narządu z 20— 25 myszek wynosiła średnio: wątroba —  11 g, 
mózg —  6 g, móżdżek —  2 g). 0,5 g roztartego narządu przenoszono do 
drugiego moździerza i rozcierano z 20-krotną objętością 10°/o roztworu 
kwasu trójchlorooctowego (TCO) i zostawiano przez 30 minut na lodzie. 
Po upływ ie tego czasu zawartość moździerza poddawano wirowaniu. P łyn  
znad osadu wylewano pozbawiając się w  ten sposób tej części znakowa­
nego aminokwasu, która nie weszła w  skład białek tkankowych. Na­
stępnie osad białkowy płukano jeszcze 3-krotnie 3°/o roztworem TCO, 
a następnie kolejno po jednym razie acetonem, alkoholem i eterem. S il­
niej związanych lipoidów pozbawiano się przy pomocy ekstrakcji m ie­
szanką chloroform-metanol (1 : 1) pod chłodnicą zwrotną w  temp. 65° 
przez 2 godziny. Po ekstrakcji osad jeszcze raz suszono eterem; eter od­
parowywano w  cieplarce o 37° co najmniej 2 godziny. Z otrzymanego 
suchego proszku (z 0,5 g narządu otrzym ywano średnio 60 mg) odważano 
10 mg na aluminiową miseczkę dostosowaną do wym iarów  okienka licz­
nika Geigera-M illera i rozprowadzano w  m ożliw ie równomiernej w ar­
stwie. Poza wym ienionym i badaniami przeprowadzono również badania 
nad surowicą myszek. Do surowicy dodawano 10% roztwór TCO w  pro­
porcji 1 : 10 i po 30 minutach odwirowywano. Dalej postępowano w  spo­
sób opisany w yżej. Białek surowicy nie frakcjonowano.
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D. Frakcjonowanie białek mózgu, móżdżku i wątroby

Roztarty do konsystencji kremu narząd mieszane przy pomocy m ie­
szadła z 5-krotną objętością 0,14 M roztworu NaCl na lodzie w  ciągu 
1 godziny, wirowano i płyn znad osadu dekantowano do drugiego na­
czynia. Osad ekstrahowano ponownie w  ciągu 30 minut taką samą ob ję­
tością 0,14 M NaCl i wirowano. P łyn  znad osadu łączono z poprzednio 
uzyskanym ekstraktem. Tak postępowano 6 razy. Połączone ekstrakty za­
kwaszano przy pomocy 10°/o roztworu kwasu octowego do pH  —  4,2 i zo­
stawiano w  lodówce na noc. Wytrącone w  ten sposób białka (Frakcja A)  
odwirowywano. P łyn  znad osadu wylewano, a osad mieszano z nadmia­
rem 10°/o roztworu TCO i postępowano dalej jak z białkami całkowitymi. 
Pozostałą po ekstrakcji tkankę ekstrahowano w  analogiczny sposób 1 M 
roztworem NaCl. Połączone ekstrakty rozcieńczano 6-krotną objętością 
wody destylowanej i zostawiano w  lodówce na noc, doprowadzając 
w  ten sposób do wytrącenia frakcji B, którą w  dalszym ciągu opraco­
wywano analogicznie jak frakcję A.

Pozostałość po ekstrakcji 1 M NaCl zalewano 5-krotną objętością 
1 n NaOH i zostawiano na noc. Po upływie tego czasu rozdzielano eks­
trakt (Frakcja C) od osadu (Frakcja D) przy pomocy wirowania. Białka 
frakcji C wytrącano nadmiarem 10°/o roztworu TCO, a białka frakcji D 
zalewano tymże roztworem  TCO. Odwirowywano i postępowano dalej 
w  analogiczny sposób jak z innymi frakcjam i białkowymi. Suma frakcji 
A, B, C, D  stanowi około 83°/o białek całkowitych mózgu i móżdżku 
(Krawczyński i współpr. [13a]).

E. Oznaczanie stosunku N/P we frakcjach białkowych

Dla każdej frakcji białkowej wyliczano stosunek N/P (stosunek pro­
centowych zawartości), co umożliwiało stałą jej charakterystykę. Po spa­
leniu próbki białka ze stężonym kwasem siarkowym zawartość azotu 
oznaczano przy pomocy odczynnika Nesslera, a zawartość fosforu wg Fi- 
ske-Subbarowa (oznaczania przeprowadzano w g metodyki podanej przez 
Horejśi’ego i Slavika [11]).

F. Przygotowanie moczu i kału do oznaczania radioaktywności

Wystarczającą ilość kału i moczu otrzymano w wyniku odruchowej 
defekacji i odruchowego oddania moczu bezpośrednio po dekapitacji zw ie­
rząt. Ka ł suszono w  cieplarce, rozcierano w  moździerzu i porcję 10 mg 
przenoszono do miseczki aluminiowej. Mocz w  ilości 0,3 ml nanoszono 
na miseczkę i odparowywano do sucha.
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G. Oznaczanie zawartości związków fenolowych w moczu

W  0,5 ml moczu oznaczano zawartość związków fenolowych za po-- 
mocą odczynnika Folina w g metodyki podanej przez H ofejś i’ego i Sla- 
vika [11].

H. Badania chromatograficzne i autoradiograficzne związków wydalanych
z moczem

Kontrolne badania chromatograficzne przeprowadzono stosując tech­
nikę chromatografii wstępującej i układ rozpuszczalników: butanol-kwas 
octowy-woda [36] w  proporcjach 4 : 1 : 5 .  Autoradiografię chromatogramu 
wykonano przy pomocy techniki stykowej. Posługiwano się błoną rent­
genowską F-m y Ilfordt, którą eksponowano w  kasecie rentgenowskiej 
w  ciągu 72 godzin.

I. Oznaczanie radioaktywneści

Radioaktywność próbek mierzono przy pomocy dzwonkowego licz­
nika GM typ M ST— 17 prod. radzieckiej z m ikowym okienkiem na prze­
liczniku elektrycznym  prod. krajowej. Mierzono zawsze radioaktywność 
kilku równoległych próbek. Za wiarygodne uważano w yniki przew yż­
szające najmniej w 50% radioaktywność zerową (tło licznika).

WYNIKI DOŚWIADCZEŃ

W yniki doświadczeń wyrażano w postaci „względnej aktywności w ła ­
ściwej“ (W A W )  badanego preparatu“ .

Pod pojęciem W A W  rozumiano wyrażenie:

imp/min/l mg białka y  ^  
imp/min/1 mg żywej wagi

A. Białka całkowite

Jak wynika z tabl. 1 —  największe nagromadzenie radioaktywności 
ma miejsce w  białkach surowicy. Mniej radioaktywności nagromadza się 
w  białkach wątroby, a jeszcze mniej w  białkach mózgu i móżdżku. N a j-

i) Wartość W A W  =  100, oznacza przypadek, w którym aktywność danej frakcji równa jest 
średniej aktywności, która wynikłaby przy równomiernym rozmieszczeniu jej między wszystkie 
tkanki i płyny żywego ustroju.
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większe nagromadzenie radioaktywności następuje w  białkach surowicy 
po 3 godzinach, w  białkach wątroby i mózgu po 12 godzinach, a w  biał­
kach móżdżku po 24 godzinach od chwili wprowadzenia izotopu. Po upły­
w ie 72 godzin w  białkach surowicy, wątroby, mózgu i móżdżku można 
stwierdzić radioaktywność znacznie obniżoną w  stosunku do godzin po­
przednich.

T a b l i c a  1

Z m ia n y  „ w z g lę d n e j  a k ty w n o ś c i  w łaśc iw e j”  ( W A W )  b ia łek  ca łk o w i ty c h  w c iągu  
3— 72 godz  od c h w i l i  w p ro w a d ze n ia  14C - t y r o z y n y
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Białka
całkow ite

Od chw ili w prow adzen ia 14C -tyrozyny  upłynęło  godzin

3 6 12 24 36 48 72

W zględna aktywność w łaśc iw a (W A W )

Surow icy 242 209 210 179 150 135 72
W ątroby 70 66 174 112 92 70 50
M ózgu 24 26 98 44 29 32 33
M óżdżku 20 18 27 72 33 41 12

B. Frakcja A

Najw ięcej radioaktywności (Tabl. 2) gromadzi się we frakcji w y izo ­
lowanej z wątroby, mniej we frakcji wyizolowanej w  móżdżku, a na j­

mniej we frakcji wyizolowanej z mózgu. Maksimum radioaktywności 
zostaje osiągnięte dla frakcji wyizolowanej z wątroby po 12— 24 godz., 
dla frakcji otrzymanej z móżdżku po 24— 36 godz., a dla frakcji o trzy­
manej z mózgu po 36— 48 godzinach.

T a b l i c a  2

Z m ia n y  „ w zg lę d n e j  a k ty w n o ś c i  w łaśc iw e j”  ( W A W )  f r a k c j i  A  ( t j .  b ia łek  rozp us zcza l ­

n y ch  w 0,14 M  N a C l) w c iągu  3— 72 godz  od c h w i l i  w p ro w a d ze n ia  u C - ty r o z y n y

Frakcja A N P

Od chw ili w prow adzen ia  "C -ty ro zy n y  up łynęło  godzin

3 6 12 24 36 48 72

W zględna aktywność w łaśc iw a ( W A W )

W ątroby 17 71 87 127 131 100 92 28
Mózgu 23 28 21 24 57 71 70 19 1
M óżdżku 27 15 57 76 109 125 46 11 1
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C. Frakcja B

Najw ięcej radioaktywności (Tabl. 3) gromadzi się we frakcji o trzy­
manej z wątroby, mniej we frakcjach otrzymanych z mózgu i móżdżku. 
Maksimum radioaktywności: frakcja wątrobowa —  po 3 godzinach, móżdż­
kowa po 24 godzinach i mózgowa po 36— 48 godzinach od chwili w pro­
wadzenia 14C-tyrozyny.

T a b l i c a  3

Z m ia n y  „ w z g lę d n e j  a k ty w n o ś c i  w ła ś c iw e j”  ( W  A W ) f r a k c j i  B  ( t j .  b ia łek  rozpuszcza l ­

n y ch  w  1 M .  r o z tw o r z e  N a C l) w c iągu  3— 72 godz in  od c h w i l i  w prow a d zen ia
u C - t y r o z y n y

Frakc ja  B N/P

Od chw ili w prow adzen ia  1JC -tyrozyny  upłynęło godzin

3 6 12 24 36 48 72

W zględna aktywność w łaśc iw a (W A W )

W ątroby 14 161 72 62 53 54 57 56
M ózgu 24 21 20 16 19 38 37 11
M óżdżku

___________
20 25 19 18 34 21 17 11

D. Frakcja C

Z tablicy 4 wynika, że radioaktywność gromadzi się przede wszyst­
kim w e frakcji wątrobowej. Mniej radioaktywności gromadzi się we frak­
cji mózgowej i móżdżkowej. Maksimum radioaktywności można zaobser­
wować dla frakcji C wątroby po 12 godzinach, dla frakcji C mózgu po 
36 godzinach, a dla frakcji C móżdżku dopiero po 48 godzinach.

T a b l i c a  4

Z m ia n y  „ w z g lę d n e j  a k ty w n o ś c i  w ła ś c iw e j”  ( W A W )  f r a k c j i  C  ( t j .  b ia łek  rozp us z ­
cz a ln y ch  w i n  N a O H ) w  c iągu  3— 72 god z in  od c h w i l i  w p ro w a d ze n ia  u C - ty r o z y n y

Frakcja C N  P

Od chw ili w prow adzen ia  1 'C -tyrozyny  upłynęło  godzin

3 6 12 24 36 48 72

W zględna aktywność w łaśc iw a (W A W )

W ątroby 152 94 92 143 100 112 87 44
M ózgu 36 15 20 33 25 37 34 29
M óżdżku 41 18 21 14 16 29 34 11
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E. Frakcja D

Z przytoczonych w tabl. 5 danych wynika, że najwięcej radioaktyw­
ności gromadzi się we frakcji otrzymanej z wątroby i mniej kolejno we 
frakcjach otrzymanych z mózgu i móżdżku.

Maksimum radioaktywności osiąga frakcja D  wątroby po 36 godzi­
nach, frakcja D mózgu i móżdżku po 24— 48 godzinach.

*

T a b l i c a  5

Z m ia n y  „ w zg lę d n e j  a k ty w n o ś c i  w ła ś c iw e j”  ( W A W )  f ra k c ja  D  ( t j .  b ia łek n ie ro z p u s z ­
cza lnych  w i n  N a O H ) w c ią g u  3— 72 godz in  od c h w i l i  w p ro w a d ze n ia  14C - ty r o z y n y

Frakcja D N/P

Od chw ili w prow adzen ia  14C -tyrozyn y  upłynęło  godzin

3 6 12 24 36 48 72

•Względna aktywność w ła śc iw a  (W A W )

W ątroby 126 66 63 102 96 133 61 22
Mózgu 52 6 26 35 32 27 42 17
Móżdżku 50 6 14 8 9 29 32 11

F. Wydalanie związków radioaktywnych z moczem i kalem

Jak ilustruje tabl. 6 —  w  ciągu pierwszych 12 godzin wydala się z mo­
czem bardzo dużo zw iązków radioaktywnych. Maksimum wydalania przy­
pada w  3 godziny po podaniu 14C-tyrozyny. Wydalanie z moczem zw iąz­
ków dających zabarwienie z odczynnikiem fenolowym  Folina przebiega

T a b l i c a  6

W yd a la n ie  zw ią zków  ra d io a k ty w n y ch  i zw ią zk ów  d a ją cy ch  z a b a rw ien ie  z o d c zy n ­
n ik ie m  f e n o l o w y m  F o l in a

Od chw ili w prow adzen ia  HC -tyrozyn y  upłynęło  godzin

W ydalono 3 6 12 24 36 48 72

W zględna aktywność w ła śc iw a  (W A W )

z moczem 3987 1092 741 42 12 26 23
z kałem 91 120 200 60 30 35 28

Ekstynkcja X 100

z moczem 200 135 ! 74 32 48 46 40

równolegle z wydalaniem radioaktywnych związków z moczem. Z ka­
łem wydalają się znacznie mniejsze ilości zw iązków radioaktywnych niż 
z moczem, z maksimum wydalania przypadającym w 12 godzin po wpro­
wadzeniu 14C-tyrozyny.
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Na radiochromatogramie (Rys. 1) otrzymano plamę 2A  odpowiada­
jącą umiejscowieniem plamie 2B, która jest plamą 14C-tyrozyny. Plamy 
1A i IB  pochodzą od niezidentyfikowanych związków radioaktywnych nie 
dających zabarwienia z ninhydryną, będących prawdopodobnie przy­
padkowym zanieczyszczeniem preparatu.

Rys. 1. Chrom atograficzna identyfikacja zw iązków  radioaktywnych w ydalanych
z moczem

1 A —  Plama związku radioaktywnego występującego w moczu i nie dającego zabarwienia
z ninhydryną

IB  —  Plama związku radioaktywnego występującego w preparacie 14C-tyrozyny nie dającego
zabarwienia z ninhydryną

2 A — Plama związku radioaktywnego występującego w moczu dającego zabarwienie z ninhydryną 
2 B —  Plama odpowiadająca “C-tyrozyny

DYSKUSJA

Na podstawie przytoczonych w yżej w yn ików  można stwierdzić, że 
przeważająca część podanej 14C-tyrozyny zostaje wydalona w  postaci 
wolnej z moczem w ciągu pierwszych 12 godzin. Jest to prawdopodob­
nie forma D-tyrozyny bezużyteczna dla organizmu jako materiał do syn­
tezy białek tkankowych.

L-tyrozyna po dostaniu się do ustroju zostaje częściowo wydalona 
przez nerki, częściowo ulega utlenieniu prowadzącemu ostatecznie do 
kwasu fumarowego i kwasu acetooctowego, częściowo stanowi materiał 
wyjściowy do produkcji adrenaliny, tyram iny i melaninu i wreszcie wcho­
dzi w  skład białek tkankowych i białek surowicy.
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Zagadnienie syntezy białek tkankowych z wolnych aminokwasów jest 
problemem o pierwszorzędnym znaczeniu dla poznania istoty przemian 
wewnątrzkomórkowych i wyjaśnienia wielu czynności fizjologicznych po­
szczególnych tkanek. Przebieg procesu syntezy białek w  tkance nerwowej 
jest dotychczas zagadnieniem niemal nie znanym, chociaż z dużym stop­
niem prawdopodobieństwa można przypuszczać, że właśnie rozwiązanie 
tego zagadnienia przyczyni się do ostatecznego wyświetlenia nadzwyczaj 
złożonego mechanizmu różnorodnych czynności tkanki nerwowej. Jak 
w  każdej tkance w  ustroju, tak samo i w  tkance nerwowej, szczególna 
rola w  procesie syntezy białek przypada nukleoproteidom występującym 
w  dużej ilości zarówno w  jądrze, jak i w  protoplazmie komórek nerwo­
wych. W  wyodrębnionych przez nas z tkanki mózgu i móżdżku frakcjach 
białkowych, sądząc po zawartości w  nich fosforu, przeważającą większość 
stanowią nukleoproteidy, wśród których posługując się danymi Biełozier- 
skiego [1], Mamoiłowa, Orłowa [20] i innych, można wyróżnić kompleksy 
nukleoproteidowe o słabo związanym kwasie nukleinowym (dające się 
estrahować roztworami soli) i kompleksy, w  których kwas nuklei­
nowy jest silnie związany z białkiem (nie dające się ekstrahować roztwo­
rami soli).

Dotychczasowe badania nad kompleksami nukleoproteidowymi pro­
wadzone przy pomocy radioaktywnego fosforu (Skwirskaja i Silicz [34 
35]), Kreps i współpr. [15]), lub też metodami cytochemicznymi (Hy- 
den [12], Edstrom [5]), ograniczały ¡się właściw ie do badania jednej tylko 
części kompleksu, jakim  jest kwas nukleinowy pomijając zupełnie jego 
część białkową. Dopiero w  naszej poprzedniej pracy (Krawczyński, Si­
licz [14]), w  której posługiwaliśmy się 35S-metioniną, przedmiotem badań 
była białkowa część kompleksu nukleoproteidowego. Stwierdziliśm y w ów ­
czas, że zarówno w  substancji białek, jak i substancji szarej mózgu kota 
po upływ ie 24 godzin od chwili podskórnego podania 35S-metioniny naj­
większe włączenie 3oS zaobserwowano we frakcjach białkowych dających 
się ekstrahować roztworami soli, znacznie mniejsze we frakcji rozpusz­
czalnej w  roztworze 1 n NaOH, a najmniejsze we frakcji nierozpuszczalnej 
w  roztworze NaOH. W  opublikowanych ostatnio badaniach Clouet i Rich­
ter [3] posługując się również 35S-metioniną i przeprowadzając rozdzie­
lenie poszczególnych białek tworzących frakcję jądrową mitochondrialną 
i mikrosomalną komórek nerwowych, przy pomocy 1 M  roztworu NaCJ 
i 1 n roztworu NaOH stwierdzili, że największym nagromadzeniem radio­
aktywności cechuje się mikrosomalny nukleoproteid nierozpuszczalny 
w  1 M NaCl, a rozpuszczalny w i n  NaOH. Autorzy ci przypuszczają też, 
że nukleoproteid ten najpierw  koncentruje aminokwasy i dopiero później 
przekazuje je  innym białkom. Ta interesująca hipoteza wymaga jednak 
jeszcze potwierdzenia eksperymentalnego.
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Miarą szybkości syntezy białka w  ustroju mogą być tzw. krzywe od­
now y białka znane od czasów badań przeprowadzonych przez Schoenhei- 
mera [32] i jego .szkołę. Jeżeli na osi odciętych będziemy odkładać w ar­
tości, np. W A W  (względnej aktywności właściwej), na osi rzędnych czas 
w  dniach lub godzinach, jaki upłynął od chwili wprowadzenia do ustroju 
zwierzęcia znakowanego aminokwasu, otrzymamy krzywą o charaktery­
stycznym wyglądzie, będącą ilustracją przebiegu procesu odnowy da­
nego białka. K rzyw a  taka składa się z dwu ramion: ramienia wstępują­
cego zakończonego maksimum i ramienia zstępującego. Ramię wstępu­
jące odpowiada procesowi gromadzenia sie znakowanego aminokwasu 
białka w  wyniku jego wbudowywania w  cząsteczki tegoż białka. Ramię 
zstępujące odpowiada procesowi wydalania znakowanego aminokwasu 
w  wyniku rozpadu cząsteczek białek zawierających ten aminokwas i za­
miany ich przez cząsteczki nie znakowane.

Dla białek mózgu tego rodzaju krzywe opracowali Gaitonde i Richter 
[8, 9], a ostatnio Pałładin, B ielik i Kraczko [26].

Syntezy białek w  tkance mózgu i móżdżku nie można traktować 
w oderwaniu od całości gospodarki białkowej ustroju. W  gospodarce tej 
centralne miejsce zajmuje wątroba jako narząd produkujący większą część 
białek surowicy, które w g Whipple i Maddena [38] znajdują się w  stanie 
dynamicznej równowTagi z białkami komórkowymi wszystkich tkanek 
i odgrywają rolę mediatora w  wym ianie aminokwasów przez białka tkan­
kowe (Tarver, Morse [37]).

P rzy  dootrzewnowym podaniu aminokwasu, jak już wspomniano w y ­
żej, wątroba stanowi pierwszy narząd, przez który przechodzi wchło­

n ięty z jam y otrzewnowej znakowany aminokwas. Dlatego też otrzy­
mane doświadczalnie dane dotyczące odnowy białek całkowitych wątroby, 
poszczególnych frakcji wątrobowych, reprezentujących różne kompleksy 
nukleoproteidowe (Frakcje A, B, C) oraz białek surowicy, cechują się 
wyższym i wartościami W A W  niż dane dotyczące odnowy białek mózgu. 
Świadczy to o dość żyw ej odnowie tych białek. Wolniejszą odnową ce­
chuje się frakcja D wątroby, którą można uważać za frakcję tzw. białek 
strukturalnych tworzących nierozpuszczalny „szkielet białkowy” komórki.

W p ływ  wątroby na przebieg procesu syntezy białek w  mózgu i móżdż­
ku może być znacznie m niejszy niż w przypadku innych tkanek ze 
względu na istnienie bariery mózgowo-rdzeniowej tworzącej dla central­
nego systemu nerwowego wyodrębnione w pewnym stopniu środowisko 
wewnętrzne. Dlatego też przedyskutowanie przebiegu procesu odnowy 
białek mózgu i móżdżku wymaga uprzedniego przedyskutowania pro­
blemu bariery mózgowo-rdzeniowej. N ieuwzględnianie tego zagadnienia
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było przyczyną daleko idących rozbieżności w  poglądach poszczególnych 
badaczy zajmujących się badaniem dynamicznego stanu białek mózgu.

Tarver i Morse [37] oraz Winnick, Friedberg i Greenberg [39] stw ier­
dzili, np., że podane dożylnie, dootrzewnowo lub doustnie znakowane 
aminokwasy względnie wolno włączają się w  białka mózgu. Autorzy ci 
na podstawie przeprowadzonych badań wyprowadzili wniosek stwierdza­
jący znacznego stopnia nieruchliwość białek mózgu.

Tymczasem Gaitonde i Richter [8, 9] oraz Clouet i Richter [3] stw ier­
dzili, że białka mózgu są bardzo ruchliwe i cechują się nadzwyczaj szyb­
kim przebiegiem procesu odnowy. Autorzy ci podawali znakowane amino­
kwasy dokomorowo, a w ięc omijając barierę mózgowo-rdzeniową. W  nie 
opublikowanych badaniach własnych stwierdziliśmy również, że ilość 35S 
włączonej w białka mózgu i móżdżku królika po upływ ie 24 godzin jest 
60 razy większa wtedy, gdy aminokwas został podany dokomorowo, niż 
wtedy, gdy został podany podskórnie.

W  pewnej sprzeczności z podanymi wyżej faktami stoją wyniki po­
dane przez N ieczajewą [22] oraz Pałładina, Bielika i Kraczko [26], któ­
rzy już w  2— 3 godziny po podskórnym podaniu znakowanego amino­
kwasu stw ierdzili znaczne nagromadzenie radioaktywności w  białkach
C. S. N. Autorzy ci posługiwali się wprawdzie znacznie większymi od nas 
dawkami radioaktywnego aminokwasu i być może w  tych warunkach już 
po 2 godzinach ilość włączonego w białka mózgu radioaktywnego izotopu 
stała się uchwytna eksperymentalnie.

Niemniej jednak w yn ik i te wydają się podważać powszechnie przy­
jęte przekonanie o znaczeniu i mechanizmie działania bariery mózgowo- 
-rdzeniowej, potwierdzone eksperymentalnie przez innych badaczy ra­
dzieckich (W ładim irów [40], Skaczkowa [33]).

W pływ  bariery mózgowo-rdzeniowej na osiągnięte przez nas wyniki 
dotyczące przebiegu procesu odnowy białek mózgu jest bardzo wyraźny. 
Wartości W A W  z wyjątkiem  wartości W A W  białek całkowitych mózgu, 
wznoszą się len iw ie do wartości maksymalnej, która zw ykle jest dość n i­
ska. Spadek wartości W A W  również nie jest gwałtowny. Świadczy to 
o istnieniu stanu pewnej równowagi m iędzy procesami syntezy i rozpadu 
cząsteczek białka zawierających znakowany aminokwas, który w  nie­
w ielkiej ilości niezmieniającej się znacznie w  przeciągu dłuższego czasu 
dopływa do miejsca, gdzie odbywa się synteza białek mózgowych. Białka 
całkowite mózgu okazały się bardziej ruchliwe od białek móżdżku. 
Z frakcji białkowych największą ruchliwością cechowała się frakcja A, 
którą uważamy za frakcję nukleoproteidów plazmatycznych. Pozostałe 
frakcje okazały się mało ruchliwe. Uzyskane wyniki są więc zgodne 
z wynikami naszych poprzednich badań [13], różnią się natomiast od w y ­
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ników Clouet i Richtera [3], zwłaszcza w  odniesieniu do jego podfrakcji B 
otrzym anej z mitochondrii odpowiadającej mniej więcej naszej frakcji C. 
N a leży  tu jednak zaznaczyć, że warunki doświadczalne, w  jakich były 
wykonyw ane obydwie prace, dość znacznie różniły się od siebie, co już 
samo przez się może być chociaż częściowo przyczyną istniejących roz­
bieżności.

P rzy  porównywaniu ruchliwości frakcji białkowych mózgu i móżdżku 
w yjątkow ą pozycję zajmuje frakcja A  otrzymana z móżdżku myszy. Frak­
cja ta cechuje się większą aktywnością procesu odnowy niż analogiczna 
frakcja otrzymana z mózgu myszek. Podobne dane dla nukleoproteidów 
móżdżku królików  otrzym ali posługując się 32P (Skwirskaja i Silicz [34] 
oraz Kreps i współpr. [15]). Ten ostatni porównując te wyniki z wynikami 
uzyskanymi na nukleoproteidach mózgu i móżdżku psa, gdzie nukleopro- 
teid mózgu jest bardziej ruchliwy niż nukleoproteid móżdżku, próbuje 
wyjaśnić to zjawisko wyższym  poziomem rozwoju ewolucyjnego central­
nego systemu nerwowego psa, kiedy następuje wyraźne już dominowanie 
mózgu nad móżdżkiem. To samo wyjaśnienie można zastosować i w  od­
niesieniu do myszy.

W  tablicy 1 dotyczącej odnowy białek całkowitych mózgu i móżdżku 
spotykamy maksima nie odpowiadające maksimom żadnej z  przebadanych 
przez nas frakcji białkowych. Zjaw isko to można wyjaśnić odrzuceniem 
w  czasie pracy preperatywnej niektórych frakcji białkowych, wśród któ­
rych m ogły znajdować się frakcje zarówno bardziej jak i mniej ruchliwe 
od frakcji będących przedmiotem naszych obecnych badań.

Po upływ ie 72 godzin od chwili wprowadzenia myszkom 14C-tyrozyny, 
wartości W A W  zarówno białek całkowitych jak też i poszczególnych frak­
c ji i to zarówno białek wątroby, mózgu i móżdżku, jak też białek suro­
w icy  stają się bardziej zbliżone do siebie. Świadczy to o dążeniu orga­
nizmu do osiągnięcia stanu równowagi izotopowej cechującej się średnim 
(w  przybliżeniu) stężeniem izotopu w ustroju („average isotope concen­
tration” ).

STRESZCZENIE

1. Posługując się wartościami W AW ,  gdzie W A W  —  względna 
aktywność właściwa preparatu

W A W  =  imp/min/1 mg Halka x  
lmp^min/l g wagi

przebadano przebieg procesu odnowy białek całkowitych mózgu i  móżdż­
ku jak również białek całkowitych wątroby będącej dla nas narządem
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kontrolnym, po podaniu białym myszkom tyrozyny znakowanej 14C w gru­
pie karboksylowej. 14C-tyrozynę podawano dootrzewnowo. Przebadano 
też przebieg procesu odnowy białek surowicy. Stwierdzono, że najszyb­
ciej odnowa zachodzi w białkach surowicy, wolniej w  białkach wątroby, 
a jeszcze wolniej w białkach mózgu i móżdżku.

2. Białka mózgu, móżdżku i wątroby rozfrakcjonowano na 4 frakcje, 
które nazwano frakcjam i A, B, C, D. Frakcja A  obejmowała białka roz­
puszczalne w  0,14 M NaCl, frakcja B —  białka rozpuszczalne w  1 M NaCl, 
frakcja C —  białka rozpuszczalne w i n  NaOH, a frakcja D białka nieroz­
puszczalne w i n  NaOH. Najszybciej odnawiającą się frakcją okazała się 
frakcja A. Natomiast najwolniej odnawiająca się —  frakcja D. Ponieważ 
frakcje A, B, C są kompleksami nukleoproteidowymi, można wyciągnąć 
pewne wnioski o znaczeniu tych ostatnich w  procesie ¡syntezy białka w ko­
mórce nerwowej.

3. Omówiono też rolę bariery mózgowo-rdzeniowej podkreślając jej 
ujemny w pływ  na w yniki badań określających ruchliwość białek mózgu 
przy dootrzewnowym podaniu radioaktywnego indykatora.
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S T U D IE S  IN  P R O T E IN  M E T A B O L IS M  O F  TH E  B R A IN  C E R E B E L L U M  WTIT H
14C -L A B E L E D  T Y R O S IN E

S u m m a r y

1. Analysing the values o f RSA  
(RSA  —  Relative Specific A ctiv ity ) —  the turnover process o f the total 
protein o f the brain and cerebellum o f white mice as w ell as the total 
protein o f the liver beeing the control organ, after intraperitoneal ad­
ministration o f 14C-labeled tyrosine was studied. The turnover o f serum 
proteins was also studied. It was found that the turnover was most 
active in serum protein, less active in the protein o f the liver and the least 
active in the protein of the brain and cerebellum.
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2. The protein of the brain, cerebellum and liver was fractionated 
into 4 fractions: A, B, C, D.

Fraction A: protein dissolving in 0,14 M NaCl 
Fraction B: protein dissolving in 1 M NaCl 
Fraction C: protein dissolving in 1 n NaOH 
Fraction D: protein undissolving in 1 n NaOH.

It was shown that the most active protein was that in fraction A  and the 
least active that in fraction D. Because fraction A, B, C can be regarded as 
nucleoprotein complex it is possible to make a few  conclusions as to the 
role o f these compounds in the synthesis of protein in nerve cells.

3. A lso discussed was the role o f the blood-brain barrier as a factor 
hindering the investigation o f the turnover rate and the turnover time 
o f brain protein after intraperitoneal administration o f radioactive 
indicator.

Otrzym ano 31.10.1957 r.
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K. KLECZKOWSKI

BIOSYNTEZA CYTRULINY W  KIEŁKACH ROŚLIN 
MOTYLKOWYCH

Z  Za k ła d u  B io c h e m i i  R o ś l in  In s ty tu tu  B io c h e m i i  i  B io f i z y k i  P A N  

K ie r o w n i k  Z ak ład u :  P r o f .  d r  1. R e i fe r  
D y r e k t o r  In s ty tu tu :  P r o f .  d r  J. H e l le r

Wada [13] w  1930 r. z soku melona wyizolował i zidentyfikował amino­
kwas, który nazwał cytruliną. Miettinen i Virtanen [11] w  1952 r. w  ba­
daniach nad olchą w yk ry li w  niej duże ilości wolnej cytruliny (do 2°/o sm). 
Aminokwas ten występuje również w  stosunkowo dużych ilościach w  so­
ku ogórka.

Krebs i Eggleston [9] w  1955 r. stwierdzili obecność „fosforylazy cy- 
tru linow ej” w  podkiełkowanych nasionach grochu i dwu odmianach fasoli. 
„Fosforylazę cytrulinową” w ykryto uprzednio w wątrobie zwierzęcej i n ie­
których mikroorganizmach [9]. Enzym ten zdolny jest w  obecności fosfo­
ranów lub arsenianów rozkładać cytrulinę do ornityny, amoniaku i dwu­
tlenku węgla.

Ponieważ obecność cytruliny związana jest z cyklem ornitynowym  
u ssaków, wielu badaczy przypuszcza, że cykl ten istnieje również u roś­
lin. W  1955 r. Kasting i Delwiche [7] w  krótkim komunikacie sugerują 
istnienie takiego cyklu w melonie (Watermelon). Sugestię tę opierają au­
torzy na badaniach z zastosowaniem 214C-ornityny i 14C-argininy. W  1957 r. 
Coleman i Hegarty [3] stosując przy dokarmianiu jęczmienia i białej ko­
niczyny 14C-ornitynę stw ierdzili na autoradiogramach znaczny wzrost za­
wartości cytruliny, argininy i proliny oraz nieznaczny przyrost aktywno­
ści kwasu glutaminowego, y-aminomasłowego i glutaminy. Ci sami auto­
rzy powołują się na swoją wcześniejszą pracę, gdzie wykazali w  jęczm ie­
niu przemianę cytruliny do argininy. W ykry li oni równiż ślady radio­
aktywności mocznika. N ie w ykryto obecności wolnej ornityny, co w g 
autorów związane jest z szybką jej przemianą do cytruliny, argininy 
i proliny.

W  1957 r. Reuter [12] dokarmiając w  sterylnych warunkach gałązki 
leszczyny azotanem amonowym lub mocznikiem stw ierdził kilkakrotne
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zwiększenie się zawartości cytruliny jak również argininy oraz w  m niej­
szym stopniu asparaginy.

Z badań nad organizmami zwierzęcymi wiadomo, że do syntezy cytru­
liny z ornityny niezbędna jest obecność karbamyloglutaminianiu [2], 
W  1955 r. Jones, Spector i Lipman [6] stw ierdzili, że niektóre bakterie 
zdolne są syntetyzować cytrulinę w  obecności karbamylofosforanu (CAP ). 
Wykazali oni również, że C AP może zastępować karbamyloglutaminian 
w  syntezie cytruliny przez organizmy ssaków.

Przyjm ując za podstawę pracę: Jones, Spector, Lipman [6], postano­
wiono przebadać możliwość syntezy cytruliny w  niektórych roślinach mo­
tylkowych.

METODYKA

Karbamylofosforan litu (C AP ) otrzymywano w g metody Jones, Spec- 
tora, Lipmana [6] uzyskując preparaty o czystości około 85— 95°/o.

Do oznaczania zawartości cytruliny przyjęto metodę opartą na zna­
nym teście Fearona w  m odyfikacji Łazarjewa [10]. Łazarjew  adsorbował 
cytrulinę z ekstraktów zwierzęcych na permutycie.

W  toku sprawdzania metody stwierdzono, że posiadane przez Pracow ­
nię odmiany permutytu nie adsorbują całkowicie cytruliny (wolna zasada) 
z wodnych roztworów. Sam autor zresztą tw ierdzi, że aktywność adsorp­
cji jest różna w różnych permutytach. Przeprowadzono próbę na katio- 
nicie, amberlit IR-120 (Standard grade) (produkcji: Rhom and Haas Com­
pany, Philadelphia U SA) i uzyskano 100% adsorpcji. Ponieważ na ambsr- 
licie IR-120 adsorbują się również w  różnym stopniu tryptofan, mocznik 
i allantoina, które podobnie jak cytrulina dają barwne połączenia z dwu- 
metyloglioksymem, przeprowadzono próby usunięcia tych zw iązków z am- 
berlitu. Zarówno allantoina, jak i mocznik adsorbują się na amberlicie 
słabiej niż cytrulina. Własność tę wykorzystano do ich usunięcia.

Kolumny z amberlitu przygotowywano w  sposób następujący: szklaną 
rurkę zespawaną z dwu części o różnych średnicach (dolna o długości 8 cm 
i 0  0,5 cm oraz górna o długości 10 cm i 0  1 cm) napełniano luźno amber- 
litem IR-120 do wysokości 5 cm. Regeneracji amberlitu dokonywano wg 
metody opisanej przez Archibalda [1] dla amberlitu IR-100. Przez każdą 
kolumnę przepuszczano 10 ml 10% roztworu chlorku sodowego, płukano 
5 ml wody destylowanej i następnie przepuszczano 10 ml 10% kwasu sol­
nego (Archibald stosował 36% kwas solny; okazało się jednak, że stężony 
kwas solny niszczy amberlit). Kolumny płukano 25 ml wody destylowanej, 
suszono 5 ml alkoholu etylowego i następnie 5 ml eteru etylowego. W  koń­
cu suszono kolumny prądem powietrza przez 2— 3 minuty. Szybkość prze­
puszczania płynów przez kolumnę wynosiła 30— 40 kropli na minutę.
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Wodne roztw ory cytruliny (wolna zasada), allantoiny i mocznika w  ilo­
ści 3— 5 ml (w  zależności od stężenia) przepuszczano przez kolumnę. 
W  przesączu w ykryw ano dużo allantoiny i mniej mocznika. Pozostałe ilo­
ści mocznika i allantoiny wym ywano z kolumny, płucząc pod pompą w od­
ną początkowo 25 ml wody destylowanej, a następnie 50 ml 0,3% roz­
tworu chlorku sodowego. Szybkość wym ywania wynosiła 2— 3 krople na 
sekundę. Cytrulinę eluowano z kolumny przy pomocy 6 ml 4%  roztworu 
N H 3 (dw ie porcje po 3 ml) z szybkością 30— 40 kropli na minutę. W y ­
mieszany eluat dzielono na dwie równe części, przygotowując w  ten spo­
sób dwie równoległe próby do oznaczania. Dalej postępowano zgodnie 
z metodą Łazarjewa [10]. Intensywność zabarwienia prób porównywano 
w kolorym etrze Leitza  stosując filtr  C. W ynik i analiz ilustruje tablica 1.

T a b l i c a  1

W y m y w a n ie  z, k o lu m n y  a m b e r l i t o w e j  IR -1 20  a l la n to in y  i m o cz n ik a  w r o z tw o ra c h
w o d n y c h  z a w ie ra ją cy ch  c y t r u l in ę

przepuszczono przez kolum nę ag w ykryto

cytruliny
__________

mocznika allantoiny
cytruliny

W fig

55 0 0 54
0 60 0 0
0 0 60 0

48 60 0 48
48 0 60 47
48 60 60 47

0 60 60 0

Jak wynika z tablicy 1, allantoinę i mocznik można wym yć ilościowo 
z amberlitu przed eluowaniem cytruliny.

Tryptofan adsorbuje się na amberlicie podobnie jak cytrulina. Można 
go usunąć z roztworu przez bromowanie przed adsorpcją na kolumnie. 
W  praktyce zaniechano jednak bromowania ze względu na porównawczy, 
w  stosunku do kontroli, charakter oznaczeń.

Obecność cytruliny, orn ityny oraz innych aminokwasów wykrywano 

również chromatograficznie. Chromatogramy wykonywano zarówno me­
todą krążkową, jak i zstępującą w układzie fenol-nasycony wodą w  atmo­
sferze amoniaku. Czas rozwijania wynosił 24— 30 godzin, a temperatura 
18— 20°C, używano bibuły Whatman nr 1. W yn ików  badań chromatogra­
ficznych nie interpretowano ilościowo.
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CZĘŚC D O Ś W IA D C Z A L N A

Doświadczenia przeprowadzano na kiełkach roślin zarówno zielonych, 
jak i etiolowanych. Materiałem doświadczalnym były  następujące rośliny 
motylkowe: fasola szparagowa odmiany Księżniczka Holenderska, groch 
M ajowy, groch Sześciotygodniowy, łubin biały, słodki, łubin niebieski w ą­
skolistny (Lupinus angustifclius) oraz soja Mazowiecka. Naważki do badań 
pobierano w postaci w ierzchołkowych liści, liścieni lub korzeni.

Badania rozpoczęto na fasoli [8] inkubując różne części roślin z L ( +  ) 
dwuchlorowodorkiem orn ityny (E. Hoffmann-La Roche) i C AP. Sposób 
wykonania i warunki inkubacji by ły  następujące: dokładnie odważoną 
masę roślinną w  granicach od 2 do 3 gramów umieszczano w  moździerzach
0 średnicy 9 cm. Do przygotowanego w  dwu kolbkach buforu tris (2-ami- 
no-2-hydroksymetylo-l-3-propandiol) +  kwas maleinowy o pH  8,2 [5] do­
dawano odpowiednie ilości ornityny i CAP. Z pierwszej kolbki pipeto- 
wano 3 ml buforu do próby kontrolnej, a do pozostałej reszty buforu do­
dawano ornityny w  substancji w  ilości 25 ¡¿moli na 3 ml buforu. Z kolbki 
tej pipetowano 3 ml do kombinacji „ornityna” . W  dalszym ciągu do obu 
kplbek dodawano C A P  (w  substancji) w  ilości 40 M-moli na 3 ml buforu. 
Po  szybkim i dokładnym rozpuszczeniu C AP przez wymieszanie pipeto­
wano z pierwszej kolbki do kombinacji „ornityna +  C A P ” , z drugiej zaś 
do kombinacji „C A P ” . Próby natychmiast rozcierano lekko w  moździe­
rzach, żeby umożliwić przedostanie się substratu do tkanek w  czasie inku­
bacji. Po roztarciu umieszczano natychmiast moździerze w  termostacie 
z przewiewem w  temperaturze 26-28°C na 90 minut mieszając dokładnie 
co 30 minut. Po inkubacji hamowano czynność enzymów przez dodanie 
alkoholu etylowego do stężenia 70% objętościowych.

W yciągi przygotowywano w g metody stosowanej przez Miettinena
1 Virtanena [11] przez trzykrotne rozcieranie prób w  moździerzu z 70% 
(objęt.) alkoholem etylowym  i w irowanie (3 razy po 10 min przy 2— 4 ty ­
sięcy obrotów/min). Zebrany wyciąg alkoholowy o objętości 75— 100 ml 
odparowywano w  łaźni wodnej o temp. 40— 50°C pod zmniejszonym ciś­
nieniem do 2— 5 ml i przenoszono ilościowo do kolby m iarowej dopełniając 
wodą do 25 ml. Część wyciągu odbiałczano przy pomocy wodorotlenku 
kadmowego [4], skąd pobierano próby do oznaczania cytruliny. W yciąg 
nieodbiałczony służył do badań chromatograficznych. Wszystkie wyniki 
z  oznaczeń ilościowych przeliczano na m g%  świeżej masy roślin.

WYNIKI

Tablica 2 przedstawia wyniki badań nad wpływem  czasu inkubacji na syn­
tezę cytruliny w  wierzchołkowych liściach etiolowanych kiełków fasoli. W  opar 
ciu o otrzymane wyniki postanowiono utrzymać 90-minutowy czas inkubacji.

158 [4]
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T a b l i c a  2

W p ły w  czasu  in k u b a c j i  na  syn tezę  c y t ru l in y  p rzez  l iśc ie  k ie łk ó w  fa so l i  o d m ia n y
K s iężn iczk a  H o lend ersk a

rośliny  22-dniowe rośliny 25-dniowe
czas

inkubacji
kontrola omit. -|- CAP kontrola ornit. -)- CAP

zaw artość cytruliny w  mg % św ieżej m asy

15 min 12 92 15 98
30 min 12 110 14 106
45 min 10 138 13 125
90 min 9 113 13 126

Dane dotyczące doświadczeń z pozostałymi roślinami m otylkowym i 
ilustruje tablica 3.

T a b l i c a  3 

B io s y n te z a  c y t r u l in y  w k ie łkach  roś l in  m o ty lk o w y c h

Zaw artość  cytruliny w  m g % św ieżej masy

Roślina
O03 Liście Liścienie Liście Liścienie

-8 ■§ Zielone Etiolowane

£  £ K O + CAP K O + CAP K 0  4  CAP K O + C A P

Fasola Księżniczka  
H olenderska 12 13 83 6 10

14 — — — — 25 96 10 17
20 — — 11 75 8 12

Łubin  niebieski 
wąskolistny 12 21 108 16 93 18 99 16 44

13 18 91 14 82 11 101 13 54
14 20 100 14 88 11 94 11 44
15 22 90 17 84 15 108 12 64

Łubin  biały  słodki 10 5 17 10 30 9 30 6 20
11 5 14 10 22 9 19 5 14
15 6 16 8 25 10 29 6 17

Groch M a jow y 6 0 185 0 71 — — — —

12, 6 75 11 64 7 70 8 64
16 10 90 12 61 12 80 10 62
20 18 133 19 46 14 85 21 46

Soja M azow iecka 10 0 19 0 13 0 30 0 U
14 2 23 4 16 5 27 2 11
16 0 21 3 19 4 25 6 14
18 3 29 7. 13 9 38 6 16

K =  kontrola O +C A P  =  ornityna +  karbamylofosforan

Przebadano również w  dwu doświadczeniach syntezę cytruliny w  roz- 
cierach podkiełkowanych nasion razem z zarodkami po 72 godzinach mo­
czenia w  wodzie w  temperaturze 25°C.
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T a b l i c a  4

B iosyn teza  c y t ru l in y  w  nas ionach  p od k ie łk o w a n y ch  (nas iona  m o c z o n o  w wodzie
p rzez  72 g od z in y  w tem p .  2 5 °C )

Zawartość cytruliny w  m g % św ieżej masy

Roślina
Kontrola C A P Ornityna Ornityna 4- 

+  C A P

Groch M a jo w y

dośw iadczenie I 7 6 5 53

dośw iadczenie II 8 8 9 62

Soja M azow iecka

dośw iadczen ie I 7 8 10 51

doświadczenie II 8 10 8 60

W yniki badań chromatograficznych wykonanych na ekstraktach z fa ­
soli Księżniczka Holenderska przedstawiają załączone zdjęcia 1 i 2.

5. Standard cytruliny (wodny roztwór)
Rys. 1. Etio lowane liście 15-dniowych g Eluat z kolumny odblałczony (kombina- 
k iełków  fasoli Księżniczka H olenderska cja ornit. + c a p )

Poza doświadczeniami z inkubacją rozcierów przeprowadzono dwie 
próby syntezy cytruliny przez proszki acetonowe. Proszki przygotowano

http://rcin.org.pl



BIOSYNTEZA CYTRULINY

z nasion grochu Sześciotygodniowego w  oparciu o metodę opracowaną 
przez W alkera i Meyersa [14] dla preparatyki argininobursztynazy z mącz­
ki Canavalia ensiformis. W ynik i tych doświadczeń przedstawia tablica 5,

T a b l i c a  5
B iosy n teza  c y t r u l in y  w proszk a ch  a c e to n o w y c h  z g ro ch u  o d m ia n y  „S ze ś c io ty g o d n io w y ”

Frakcje proszku  
acetonowego

Dośw iadczenie I Doświadczenie II

Dodano  
ornit. do 
inkubacji

W  ¡ig

W ykryto  
cytruli­
ny w  ag

Dodano  
ornit. do 
inkubacji

W  ¡J-g

W ykryto  
cytruli­
ny W  ag

Kontrola 0 5,5 o 0

frakcja I
p H  5,4— 5,1 405.0 85,0 243,0 51,0

frakcja II
p H  5,1— 4.6 405,0 10,0 243,0 7,5

frakc ja III
p H  4,6— 4,2 405,0 7,5 243,0 6,0

U w a g a :  Wszystkie kombinacje poza kontrolą były Inkubowane w obecności CAP. Warunki 
inkubacji podobne jak przy rozcierach. ' "
Podane w tablicy ilości ornityny były dodawane do 4 ml inkubatu.

z której wynika, że proszki acetonowe z frakcji I o pH  5,4— 5,1 wykazują 
enzymatyczną katalizę syntezy cytruliny w przeciwieństwie do frakcji II 
i III, które tej zdolności nie posiadają.

DYSKUSJA

Przedstawione w yniki oraz fotografie chromatogramów wskazują, że 
badane odmiany roślin zdolne są do syntezy cytruliny w  obecności C A P  
i ornityny. Do syntezy cytru liny w warunkach doświadczenia niezbędna 
jest obecność karbamylofosforanu (CAP). Próby inkubowane tylko z orni- 
tyną względnie z C A P  nie wykazują syntezy cytruliny. Reakcja syntezy 
cytruliny z ornityny i C A P  jest reakcją katalizowaną enzymatycznie, po­
nieważ C A P  +  ornityna dodane do tkanki podgrzanej do 100°C nie w y ­
kazują syntezy cytruliny.

Jak można wnioskować z tablicy 3 poszczególne części tych samych 
roślin oraz rośliny zielone i etiolowane różnią się pod względem zdolności 
do syntezy cytruliny. I tak na przykład liścienie we wszystkich zbadanych 
przypadkach (z w yjątkiem  łubinu białego słodkiego nieetiolowanego) w y ­
kazują zmniejszoną zdolność syntezy cytruliny w  porównaniu z liśćmi
zarówno etiolowanymi, jak. i nieetiolowanymi.

Ponadto wykonano jedno doświadczenie na korzeniach sześciodnio ­
wych kiełków grochu Majowego. Uzyskany wynik w  wysokości 210 mg°/o 
cytruliny wskazuje na dużą enzymatyczną aktywność korzeni.

t7] 161
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Intensywność zabarwienia plam chromatogramów wskazuje na to, że 
w reakcji przemiany orn ityny w  obecności C A P  i m iazgi roślinnej obok 
cytruliny zwiększa się wyraźn ie zawartość kwasu glutaminowego, gluta­
miny i asparaginy. Podobne spostrzeżenia poczynili Kasting i Delw iche [7] 
w badaniach na melonie, Coleman i Hegarty [3] na jęczmieniu oraz Reuter 
[12] na drzewach z rodziny Betulaceae.

Obok ilościowego oznaczania zawartości cytruliny przeprowadzono 
również wstępne badania nad zawartością argininy i mocznika w  fasoli 
i grochu Majowym  w  w/w warunkach doświadczenia. Uzyskane w yn iki [8] 
zdają się pozwalać na przypuszczenie, że u badanych roślin możliwa jest 
przemiana ornityny poprzez cytrulinę do argininy a nawet i mocznika. 
Doświadczenia te wym agają jednak dodatkowego rozpracowania.

Za udzielone wskazówki i duże zainteresowanie niniejszą pracą skła­
dam serdeczne podziękowanie Prof. dr I. Reiferow i.

STRESZCZENIE

Stwierdzono biosyntezę cytruliny z ornityny i karbamylofosforanu 
(C AP ) w miazdze kiełków fasoli odmiany Księżniczka Holenderska, grochu 
Majowym, łubinie białym słodkim, łubinie niebieskim wąskolistnym i soi 
Mazowieckiej. Zaobserwowano również zdolność enzymatycznej katalizy 
syntezy cytruliny z ornityny i C A P  w  proszku acetonowym z nasion gro­
chu Sześciotygodniowego w e frakcji pH  5,1— 5,4.

Do syntezy cytruliny w  w/w warunkach doświadczenia niezbędna jest 
obecność karbamylofosforanu.
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B IO S Y N T H E S IS  O F  C IT R U L L IN E  IN  B E A N  S E E D L IN G S  

S u m m a r y

The synthesis o f citruiline from  L(-l-) ornithine and carbamyl phos­
phate has been confirmed in seedlings of several plants such as beans, 
peas and lupines.

Aceton powder obtained from pea seeds (pH fraction 5,1— 5,4) contains 
the enzyme, which catalyses the synthesis o f citruiline from  ornithine and 
carbamyl phosphate.

The presence o f carbamyl phosphate is essential for the synthesis o f 
citruiline.

Otrzym ano 26.11.1957 r.
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W . MEJBAUM — KATZF.NELLENBO GEN, W . DOBRYSZYCKA, A. KRÓLICZEK

ILOŚCIOWE OZNACZANIE TANINĄ FRAKCJI BIAŁKOWYCH 
SUROWICY ROZDZIELONYCH ZA POMOCĄ ELEKTROFOREZY 

BIBUŁOWEJ
(

Z  Z a k ła d u  C h e m i i  F i z j o l o g i c z n e j  A k a d e m i i  M e d y c z n e j  we W ro c ła w iu  
K ie r o w n i k :  P r o f .  d r  Tadeusz  B a ra no w sk i

W  1950 r. Durrum [3], Turba i Enenkel [10] zastosowali elektroforezę 
bibułową do frakcjonowania białek surowicy. W  tym  samym roku Cremer 
i Tiselius [2] podjęli próbę ilościowego oznaczania rozdzielonych frakcji 
przez pomiar ilości barwika absorbowanego przez białka krwi. Obecnie 
zagadnienie ilościowego oznaczania rozdzielonej elektroforetycznie mie­
szaniny białek opiera się na dwóch metodach: pośredniej (eluowanie za­
absorbowanego barwika z bibuły) i bezpośredniej —  densitometrycznej. 
Obie metody opierają się na tej samej zasadzie: oznaczania względnego, 
procentowego rozkładu frakcji na podstawie pomiaru gęstości optycznej 
różnych barwików, absorbowanych przez białko. Ograniczeniem obu tych 
metod jest brak proporcjonalności pomiędzy ilością białka a ilością absor­
bowanego barwika i różnice w  swoistości wiązania barwików przez po­
szczególne frakcje białek surowicy, a w  szczególności przez frakcje glo- 
bulinowe [1, 7], L iczni autorzy dążyli do ustalenia takich warunków po­
stępowania po elektroforezie, które by zapewniły uzyskanie względnego 
rozkładu frakcji odpowiadającego wynikom wolnej elektroforezy Tiseliusa.

Oznaczanie tych samych elektroforogramów densitometrycznie i kolo­
rymetrycznie po elucji daje różnice w procentowym rozkładzie frakcji. 
Jencks, Jetton i Durrum w  1955 r. [5] stwierdzili, że w  elektroforogramach 
wybarw ionych błękitem bromofenolowym, w  ustalonych przez nich opty­
malnych warunkaoh i odczytywanych w densitometrze, albuminy nie sto­
sują się do prawa Beera. Dla uzyskania właściwych wyników, zgodnych 
z oznaczaniem kolorymetrycznym, należy wprowadzać poprawkę dla albu­
min. Podobne w yniki otrzym ali Gross i Wrońska [4] w  odczytywaniu pa­
sków z elektroforezy bibułowej w  różnych densitometrach. O trzym ywali 
oni zmniejszone ilości albumin i różnice w  rozkładzie frakcji w  zależności

[ 165]
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od typu używanego aparatu. Z drugiej strony w metodach pośrednich (ko­
lorymetrycznych) istnieją duże rozbieżności pomiędzy danymi, uzyskiwa­
nymi przez poszczególnych autorów [1, 7]. W  większości prac autorzy nie 
wprowadzają żadnych poprawek dla poszczególnych frakcji, niektórzy na­
tomiast uważają za konieczne wprowadzanie współczynników dla posz­
czególnych frakcji globulinowych [2, 6]. Wartość liczbowa współczynnika 
zależy od techniki postępowania i rodzaju używanego barwika.

Podejmowano również próby oznaczania stężenia białka w e frakcjach 
surowicy. Durrum [1] proponował oznaczanie azotu białkowego m ikro­
na etodą Kjeldahla w  pociętych paskach bibuły po elektroforezie i oblicza­
nie stężeń białka po uwzględnieniu obecności azotu w  moderatorze i różnej 
jego zawartości w  poszczególnych frakcjach białkowych.

Postawiliśmy sobie za zadanie w  tej pracy oznaczyć bezwzględne stę­
żenia białka w  poszczególnych frakcjach białek surowicy mikrometodą 
taninową [8, 9], Metoda taninowa nadaje się do oznaczania stężenia białka 
już w  0,5 fil surowicy i nie wymaga stosowania żadnych współczynników 
poprawkowych dla poszczególnych frakcji. Jeżeli uda się uzyskać całko­
witą elucję białka z bibuły po elektroforezie, to wówczas będzie można 
oznaczać z jednakową dokładnością białka surowicy bez elektroforezy jak 
i poszczególne frakcje, uzyskane po elektroforezie. Zgodność w yn ików  
w  obu przypadkach będzie dowodem, że obliczony procentowy rozkład 
frakcji odpowiada ich stężeniu w  surowicy.

CZĘŚC d o ś w i a d c z a l n a

1. Warunki elektroforetycznego rozdziału białek surowicy

Używano aparatu własnej konstrukcji przypominającego poziomy apa­
rat Wielanda i Fischera [11]. Kamera o wymiarach: 30 cm X 25 cm X 7 cm 
mieściła pięć pasków bibuły o wymiarach: 36 cm X 4 cm. Moderator znaj­
dował się w  czterech wanienkach o wymiaraćh: 25 cm X 5 cm X 4 cm, 
połączonych kluczami. E lektrody węglowe umieszczano w  naczyniach ze­
wnętrznych.

Ustalono następujące warunki dla uzyskania dobrego rozdziału elektro­
foretycznego białek surowicy: na pasek bibuły Whatmana nr 1, zw ilżony 
moderatorem i osuszony pomiędzy dwiema bibułami, nanoszono dokładnie 
0,02 ml surowicy z pipetki Sahliego w  odległości 2 cm od środka w  stronę 
katody. Używano moderatora medinalowo-octanowego o pH =  9,0, sile 
jonowej 0,06, o następującym składzie: medinal 7,36 g; octan sodu 3,86 g; 
woda destylowana 1100 ml. Stosowano prąd stały z sieci o napięciu no­
minalnym 220 V  przez 7 godzin (natężenie 1— 2 m A na pasek) lub 440 V  
przez 4 godziny (natężenie 2— 3 m A na pasek).
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Rysunek 1 przedstawia uzyskiwany przez nais rozdział frakcji przy 
220 V  i 440 V. Otrzymywano pięć dobrze oddzielonych frakcji białek su­
row icy na długości 6— 9 cm przy 220 V  i na długości 4— 5 cm przy 440 V.

Rys. 1. E lektroforogram y surowicy uzyskiwane przy 440 i 2120 volt
W a ru n k i elektroforezy: b ibu ła  W hatm an nr 1; 0,02 ml surow icy naniesionej w  odle­
głości 2 cm od środka w  stronę katody; bu fo r m ed inalowo-octanowy o p H  =  9,0 

i n =  0,06; w y barw ian o  błękitem  brom ofenolowym  w g  D urrum a [3]

A  —  napięcie =  440 V ; czas =  4 godziny; długość rozdziału =  4 cm 

B  —  napięcie =  220 V ; czas =  7 godzin; długość rozdziału =  6 cm

1 —  gamma globuliny 4 — alfa! globuliny
2 —  beta globuliny 5 — albuminy
3 — alfa2 globuliny S —  linia naniesienia surowicy

2. Warunki elucji

Podstawowym warunkiem dla ilościowego oznaczania stężeń posz­
czególnych frakcji białkowych surowicy było ustalenie postępowania, za­
pewniającego całkowite eluowanie m ikrogramowych ilości białka z po­
wierzchni bibuły, odpowiadającej wymiarem rozwiniętego elektroforogra- 
mu (około 32 cm2). Braliśmy pod uwagę rodzaj rozpuszczalnika, czas elucji 
i w pływ  postępowania po ukończeniu elektroforezy.

Wartości uzyskiwane po elucji odnosiliśmy do surowicy rozcieńczonej 
0,9°/o NaCl [9],

Do elucji białka używaliśmy trzech rozpuszczalników: 0,9°/o NaC.l, 
0,1 N HC1, 0,1 N NaOH. W  próbach kontrolnych stwierdziliśmy, że nie 
wpływają one na czułość odczynu taninowego i nie eluują z bibuły What- 
mana nr 1 żadnych zanieczyszczeń, reagujących z taniną.

Dla zorientowania się, jak przebiega eluowanie białka z bibuły bez 
elektroforezy, nanoszono 0,02 ml surowicy na bibułę i po wysuszeniu 
w  temperaturze pokojowej wrzucano ją do 20 ml badanego rozpuszczal­
nika. W odstępach 15-minutowych pobierano próbki do oznaczania białka 
metodą taninową. W  chlorku sodowym i kwasie solnym uzyskiwano w ar­
tości zmienne i niższe niż w  0,1 N  NaOH.
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W  0,1 N  NaOH po 15 minutach uzyskiwano około 60% wyjściowej ilo­
ści białka, po 30 minutach —  80%, a po godzinie —  100%; w dalszych go­
dzinach stężenie białka w  eluacie nie ulegało zmianie. Za wystarczający 
czas do całkowitej elucji białka przyjęliśm y jedną godzinę.

T a b l i c a  1

O dna lez ien ie  białka s u ro w icy  k r w i  z b ib u ły  bez e l e k t r o fo r e z y  i  po  e l e k t r o fo r e z ie  

zależn ie  od czasu p rz e ch o w y w a n ia  pasków

Postępowanie przed eluowaniem  

białka z b ibu ły

% odnalezionego białka  
po czasie w  godzinach; *

1 24 48

Bez  

; elektro­
forezy

B ibu ła  (32 cm 2), przepojona bu ­
forem ; po naniesieniu surowicy  
suszona i p rzechow yw ana w  tem­
peraturze pokojow ej 100 80 43

B ibu ła  (32 cm 2), przepojona bu fo ­
rem ; po naniesieniu surow icy  
suszona 10 minut w  temp. 90°, 
przechow yw ana w  temp. 5° 100 100 100

Po
elektro­
forezie

E lektroforogram  suszony i p rze ­
chow yw any  w  tem peraturze po­
kojow ej 100 75 39

E lektroforogram  suszony przez 

10 minut w  temp. 90° i przecho­
w y w an y  w  temp. 5° 100 100 100

Średnie odnalezienie białka wyrażono w procentach wartości próby kontrolnej: 0,02 ml su­
rowicy w 20 ml 0,9% NaCl.

Warunki elektroforezy: 220 V, 7 godzin, moderator medinalowo-octanowy o pH =  9,0; =  0,06,
bibuła Whatman nr 1. Ilość surowicy -— 0,02 ml. Eluowano 1 godzinę 20 ml 0,1 N NaOH.

*) Czas liczono od naniesienia surowicy na bibułę (doświadczenia bez elektroforezy) lub  
od ukończenia elektroforezy.

Do eluowania frakcji z elektroforogramu braliśmy paski po 7-godzin- 
nej elektroforezie w  220 V  i dla uniknięcia ewentualnych strat w yn ikają­
cych z denaturacji cieplnej, pozostawialiśmy paski do suszenia w  tempe­
raturze pokojowej przez noc. Eluowanie pasków następnego dnia dawało 
około 75% wyjściowej ilości białka. Dla znalezienia przyczyny tych strat 
podjęliśmy szereg doświadczeń, których w yniki przedstawia tablica 1.
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Paski po elektroforezie suszone i przechowywane w  temperaturze po­
kojowej przez godzinę dawały odnalezienie całkowitej ilości naniesionego 
białka, natomiast po 24 godzinach —  około 75% wyjściowej ilości białka, 
a po 48 godzinach —  poniżej 45%. Analogiczne wyniki uzyskano w  przy­
padku białka nanoszonego na bibułę, ale nie poddanego elektroforezie.

Wzrastająca utrata białka w miarę przedłużania się czasu przechowy­
wania nie jest więc wywołana elektroforezą, a wynika z postępowania po 
elektroforezie.

Uważaliśmy, że strata w oznaczanej ilości białka jest wywołana roz­
w ojem  flo ry  bakteryjnej na bibule, a nie denaturacją cieplną, względnie 
powierzchniową białka. Nasze przypuszczenia potwierdziliśmy, poddając 
białko naniesione na bibułę działaniu temperatury około 90° przez 10— 20 
minut w  suszarce. W  tym  przypadku uzyskiwaliśmy całą ilość białka, na­
wet po 48 godzinach przechowywania pasków w  lodówce (5°).

Z doświadczeń tych wynika, że denaturacja cieplna nie ogranicza odzy­
skiwania białka z bibuły i pozwala na uniknięcie strat wywołanych prze­
chowywaniem elektroforogram ów w warunkach niesterylnych.

3. Dokładność metody taninowej w ilościowym oznaczaniu frakcji  
białkowych surowicy przy normalnym i patologicznie zmienionym obrazie

białek krwi

Ilościowe oznaczanie stężeń frakcji białkowych w  0,02 ml surowicy, 
rozdzielonych elektroforetycznie przy 220 V, w ciągu 7 godzin przepro­
wadzano następująco: elektroforogramy suszono natychmiast po wyjęciu 
z aparatu w  suszarce w  temperaturze 90°. Jeden z pasków wybarwiano w g 
Durruma [3] błękitem bromofenolowym (0,1% roztwór w  etanolu, nasy­
cony H gC l2) przez 5 minut i wym ywano pod bieżącą wodą. Pasek ten 
służył za kontrolę rozdziału frakcji białkowych. Paski nie wybarw ione 
cięto na odcinki 0,5 cm na przestrzeni rozwiniętego elektroforogramu 
w pasku kontrolnym. Odrzucane części bibuły wybarwiano błękitem bro­
mofenolowym dla kontroli na obecność białka. Odcinki 0,5 cm wrzucano 
do kolejno numerowanych probówek, zawierających po 2 ml 0,1 N NaOH. 
Po godzinnej elucji w  temperaturze pokojowej, w  czasie której kilkakrot­
nie wstrząsano probówki, pobierano z każdej, bez usuwania bibuły, po 
1 ml i oznaczano białko metodą taninową. Zmętnienie mierzono w  absorp- 
cjometrze H ilgera, w probówkach przy filtrze czerwonym ROR-2. Ozna­
czanie białka w  eluacie można odłożyć do dnia następnego, natomiast 
należy unikać przechowywania elektroforogramów przez noc z powodów 
przytoczonych powyżej. W  przypadkach gdy w  1 ml eluatu ilość białka 
przekracza 80 n-g, pobierano dodatkowo mniejszą ilość do oznaczania 
(0,5 ml) uzupełniając 0,1 N  NaOH do 1 ml, ze względu na zakres czułości

[51
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metody taninowej (20— 100 mikrogramów białka na ml próby). Szczegól­
nie w  zakresie frakcji albuminowej konieczne jest pobieranie mniejszych 
próbek eluatu do oznaczenia białka albo cięcie węższych odcinków bibuły 
(2 mm). Stężenie białka odczytywano z krzywej zrobionej na standardzie 
żelatynowym  i przeliczano na zawartość białka w  m ililitrze eluowanej 
próbki. Suma stężeń białka uzyskana z wszystkich odcinków elektroforo- 
gramu daje ilość białka znajdującą się w  0,01 ml surowicy (1/2 ilości na­
niesionego białka).

Rys. 2. G raficzne przedstaw ienie w yn ik ów  uzyskanych z oznaczenia m etodą taninową
frakc ji b iałkow ych w  0,01 m l surow icy norm alnej po elektroforezie b ibu łow ej 

Stężenie białka
w  g/100 m l surow icy : 1,5 +  0,78 +  0,61 +  0,15 +  4,23 =  7,3°/o 
W aru n k i elektroforezy jak  rys. IB
Pask i po elektroforezie suszono przez 10 minut w  temp. 90°, cięto na odcinki o d łu ­
gości 0,5 cm (oś rzędnych) i eluow ano 2 m l 0,1 N  N a O H  przez jedną godzinę w  tempe­
raturze pokojowej. B ia łko  oznaczano metodą tan inową i przeliczano na jeden m l eluatu.

Na rysunku 2 przedstawiono graficznie wyniki jednego oznaczenia 
frakcji białkowych surowicy normalnej. Na osi odciętych zaznaczono dłu­
gość rozwiniętego elektroforogramu w  centymetrach, na osi rzędnych mi- 
krogramy białka w  m ililitrze badanego eluatu. Stężenie białka w  danej 
frakcji uzyskiwano przez sumowanie stężeń białka eluowanego z posz­
czególnych powierzchni bibuły, przy czym stężenia graniczne (minima) 
dzielono w  połowie pomiędzy ¡sąsiadujące frakcje. Całkowite stężenie biał­
ka w  100 ml surowicy, uzyskane po elektroforezie przez sumowanie stężeń 
poszczególnych frakcji, wynosi w  przytoczonym przykładzie 7,3 g, a w  rów ­
noległej próbie kontrolnej (bez elektroforezy) —  7,4 g. Rozkład poszczegól­
nych frakcji w  podanym przykładzie odpowiada normalnemu obrazowi 
białek krwi.

170
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W  tablicy 2 przedstawiliśmy wyniki przeprowadzonych analiz białek 
surowicy krwi, pobieranych o dowolnej porze kilkakrotnie od jednego 
dawcy dla ustalenia dokładności metody taninowej w  ilościowym ozna­
czaniu stężeń frakcji białkowych. Podano wartości dla białka całkowi­
tego surowicy, oznaczanego bez elektroforezy (kontrola) i stężenia białka 
w  poszczególnych frakcjach, uzyskane po elektroforezie. Sumowane stę­
żenia białka z poszczególnych frakcji dają średnio 99,6% całkowitej ilości 
białka. Eluowanie białka z drobnych odcinków bibuły po elektroforezie 
przebiega ilościowo i nie powiększa błędu metody. Średnie stężenie biał­
ka bez elektroforezy wynosi 6,84% ±  0,21, a po elektroforezie suma stężeń 
frakcji daje 6,81% ±  0,27. Ponadto wyliczony procentowy rozkład frakcji, 
oznaczanych metodą taninową, jest zgodny z danymi innych autorów [12].

Rys. 3. E lektroforogram y surow ic ze zm ienionym obrazem  frakc ji b ia łkow ych  

W aru n k i elektroforezy jak  rys. IB

I —  rozpoznanie: Erythematodes acutus 
II —  rozpoznanie: Seminoma testis

Dla sprawdzenia, czy metoda taninowa znajdzie również zastosowanie 
w  przypadkach patologicznych, przebadaliśmy 10 surowic z wyraźnym i 
zmianami w  obrazie elektroforetycznym  białek krwi. W e wszystkich przy­
padkach uzyskiwano metodą taninową sumę stężeń poszczególnych frakcji

T a b l i c a  3

Oznaczanie metodą taninową stężeń frakcji białkowych uzyskanych po elektroforezie 
bibułowej w  surowicach ze zmienionym obrazem białek krwi

Rys. Rozpoznanie

Elektroforeza b ibu łow a B iałko
całkow ite
oznaczone

bezpośrednio
albu ­
m iny

globuliny Suma
stężeń
frakcjialfaj a lfa2 beta gamma

3-1 Erythematodes acutus 3,55* 0,16 0,58 0,42 2,36 7,07 7,1

3-II Seminoma testis 3,05 0,20

Oc*r*H 0,92 1,94 8,01 8,0

Warunki elektroforezy jak rys. IB, postępowanie jak w tablicy 2. 
* wyrażone w gramach białka na 100 ml surowicy.
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równą białku całkowitemu, przy czym procentowy rozkład frakcji odpo­
w iadał obrazowi wybarw ionych elektroforogramów. Poniżej przytaczamy 
dwa przykłady obrazu elektroforetycznego (Rys. 3) i w yn ik i ilościowego 
oznaczania frakcji białkowych (Tablica 3). W  obu przypadkach stw ierdzo­
no zmniejszoną ilość albumin, a w  pierwszym przykładzie (rozpoznanie: 
erythematodes acutus) znacznie zwiększoną ilość y-globulin, w  drugim 
(rozpoznanie: seminoma testis) a2-globulin.

4. Porów nanie oznaczania procentowego rozkładu fra k c ji białkowych 
surowicy krw i metodą taninową i kolorymetryczną

Dla bezpośredniego porównania metody taninowej z przyjętą powszech­
nie metodą kolorymetryczną przebadano 7 surowic od różnych dawców 
(pracownicy tutejszego Zakładu, subiektywnie zdrowi).

T a b l i c a  4

Porównanie procentowego rozkładu frakcji białkowych w surowicach ludzi zdro­
wych po elektroforezie 0,02 ml surowicy, uzyskanych metodą taninową i kolory ­

metryczną

M etoda n

w zględne %*

album iny
globuliny

alfa, a lfa2 beta gamma

taninowa 7 62,77 2,77 7,38 9,74 17,34
53,8 —  72,9 1,1 —  6,1 3,9 —  13,8 7,0 —  14,5 11,1 —  20,8

kolorym etryczna 7 46,65 2,28 13,1 13,64 24,78
36,5 —  54,5 1,4 — 3,5 7,0 —  23,2 9,7 —  16,8 12,5 —  38,6

w g W u n d e r ly ’ego 61,6 3,9 7,3 10,7 16,5
55,4 —  72,9 1,4 — 4,4 3,5 —  9,5 8,6 —  12,6 13,6 —  22,2

Warunki elektroforezy jak rys. IB.
Postępowanie po elektroforezie w metodzie taninowej jak rys. 2, w metodzie kolorymetrycz­

nej jak w tekście str. 173 poniżej.
Przebadano surowice od siedmiu ludzi subiektywnie zdrowych.
* Podano średnie arytmetyczne z siedmiu surowic wraz z granicami wahań.

Metodą kolorymetryczną oznaczano frakcje, jak następuje: pasek po 
elektroforezie barwiono błękitem bromofenolowym w g Durruma [3], cięto 
na odcinki 0,5 cm i eluowano je  4 ml 0,1 N  NaOH. Ekstynkcję oznaczano 
w całości eluatu po 15 minutach w  absorpcjometrze H ilgera, używając 
filtru zielonego ROG-1. P rzy  przedłużającej się elucji wartości ekstynkcji 
malały.

W ynik i równolegle przeprowadzonych oznaczeń względnego stosunku 
frakcji białkowych obiema metodami przedstawia tablica 4, w  której 
podano również normy dla poszczególnych frakcji w g  W underly ’ego [12].
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Procentowy rozkład frakcji, otrzymany metodą taninową, odpowiada w ar­
tościom podanym przez W underly’ego jak również przez Grossa i W roń- 
ską [4], natomiast metodą kolorymetryczną wykazuje niedobór frakcji 
albuminowej na korzyść frakcji globulinowej.

W  metodzie kolorymetrycznej różnica m iędzy potencjalnym a aktual­
nym wiązaniem barwika otwiera szerokie pole dla błędów wynikających 
z techniki barwienia, suszenia i czasu eluowania elektroforogramów. U zy ­
skiwany przez nas niedobór frakcji albuminowej w  metodzie kolorym e­
trycznej wynika prawdopodobnie z tych czynników. Przy  stosowaniu 
techniki Cremera i Tiseliusa [2] uzyskiwaliśmy dla albumin wartości 
wyższe, niemniej jednak niższe niż w  oznaczeniach metodą taninową. M e­
toda taninowa jest wolna od błędów wynikających z techniki barwienia 
i różnic w wiązaniu barwika przez poszczególne frakcje.

Metoda taninowa zastosowana do ilościowego oznaczania frakcji biał­
kowych surowicy jest pierwszą dogodną metodą oznaczania stężeń po­
szczególnych frakcji białkowych rozdzielonych przy pomocy elektroforezy 
bibułowej.

STRESZCZENIE

Zastosowano turbidimetryczną mikrometodę taninową do ilościowego 
oznaczania frakcji białek surowicy krwi, rozdzielonych przy pomocy elek­
troforezy bibułowej.

Stwierdziliśmy, że poszczególne frakcje białkowe dają się ilościowo 
eluować z pasków bibuły 0,1 N  NaOH i oznaczać metodą taninową w  stę­
żeniach nie przekraczających 100 mikrogramów białka na jeden ml eluatu.

Uzyskano w yn iki powtarzalne, z dokładnością nie przekraczającą błędu 
metody tak w  surowicach normalnych, jak i patologicznie zmienionych.

Metoda taninowa w  porównaniu do metod dotychczas stosowanych 
pozwala na oznaczanie bezwzględnych ilości białka w  danych frakcjach, 
a nie procentowego, względnego ich rozkładu, już w  0,01 ml surowicy krw i. 
Jest bardzo prosta w  wykonaniu i nadaje się do oznaczeń seryjnych.
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Q U A N T IT A T IV E  D E T E R M IN A T IO N  W IT H  T H E  A ID  O F  T A N N IN  O F  S E R U M  
P R O T E IN  F R A C T IO N S  S E P A R A T E D  B Y  P A P E R  E L E C T R O P H O R E S IS

S u m m a r y

The tannin turbidimetric micromethod was used for quantitative de­
termination o f serum protein fractions separated by paper electrophoresis.

The authors found that the particular protein fractions may be eluated 
quantitatively w ith 0.1 N  NaOH from  paper strips and determined with 
the aid o f the tannin method in concentrations not above 100 micrograms 
of protein per 1 ml. o f eluate.

The results obtained from  normal as w ell as pathologically changed 
sera were reproducible, the differences not exceeding the error o f method.

As compared to other methods currently used, the tannin method makes 
it possible to determine absolute quantities o f protein in the given frac­
tions, and not m erely their relative per cent ratio, even in 0.01 ml. of 
blood serum. It is simple and conveniently used for serial determinations.

Otrzym ano 8.12.1957 r.

[ i l l
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VoI. V 1958 No 2

A. KOJ, J. M. ZGLICZYŃSKI, W. BICZ

WPŁYW ERYTROCYTÓW 
NA ODDYCHANIE LEUKOCYTÓW LUDZKICH*)

Z  Z a k ła d u  C h e m ii F iz jo lo g ic z n e j A . M. w K ra k o w ie  
K ie ro w n ik  Z a k ła d u : P ro f .  d r  B. S k a rży ń sk i

Dosyć bogate piśmiennictwo dotyczące metabolizmu leukocytów trak­
tuje to zagadnienie głównie na podstawie doświadczeń, przeprowadzanych 
z  prawidłowym i komórkami wyosobnionymi z krw i zwierzęcej lub też 
z leukocytami ludzkimi, ale pobranymi z krw i chorych na białaczkę. W y­
jątkowo tylko przeprowadzano doświadczenia z leukocytami ludzi zdro­
wych, głównie w celu porównania krw i normalnej i białaczkowej [1, 5, 6], 
co jest zresztą zrozumiałe ze względu na rozliczne trudności, z jakim i spo­
tyka się otrzym ywanie większych ilości tych komórek. Klasyczne metody 
badania przemiany oddechowej komórek, oparte na zastosowaniu apara­
tury Warburga, wymagają poważnej ilości leukocytów, którą trudno 
otrzymać z krw i ludzkiej, szczególnie dla przeprowadzenia doświadczeń 
wielokrotnych. Trudności te zostały omówione przez nas w  osobnej pu­
blikacji, zajmującej isię metodyką oczyszczania leukocytów [3].

Do zagadnienia badania przemiany oddechowej leukocytów krw i zdro­
wego człowieka postanowiliśmy więc podejść, stosując znaną metodę nur- 
1ków Kartezjusza, pozwalającą na przeprowadzanie pomiarów gazome- 
trycznych na tysiąckrotnie mniejszych ilościach materiału biologicznego 
niż te, które są niezbędne dla badań techniką Warburga. W  tym czasie, 
gdy rozpoczęliśmy nasze badania, nie napotkaliśmy w  piśmiennictwie do­
niesień na temat pomiarów oddychania leukocytów za pomocą nurków 
Kartezjusza. Dopiero ostatnio zetknęliśmy się z pracą K ielera [6], który 
oznaczał zużycie tlenu przez leukocyty człowieka, posługując się tą pre­
cyzyjną ultramikrometodą. Już w  toku naszych pierwszych doświadczeń 
zauważyliśmy, że zużycie tlenu przez prawidłowe leukocyty przeliczone 
na pojedyncze komórki wykazuje znaczne wahania, w  zależności od do­
mieszki erytrocytów. Podjęliśm y serię systematycznych doświadczeń,

*) Praca częściowo subwencjonowana przez II Wydział PAN.

[177]
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z których wynika jednoznacznie, że dodatek zawiesiny erytrocytów, w y ­
kazujących zresztą minimalne własne zużycie tlenu, wzmaga znacznie zu­
życie tlenu przez leukocyty. M iędzy oddychaniem leukocytów a obecno­
ścią erytrocytów zachodzi ścisła korelacja.

Poniższa praca przedstawia dokładniejszy opis zaobserwowanego przez 
nas zjawiska oraz próbę analizy związku zachodzącego między oddycha­
niem leukocytów a obecnością erytrocytów.

CZĘŚĆ DOŚWIADCZALNA

1. Metodyka

a) Otrzymywanie leukocytów i erytrocytów. Leukocyty otrzym ywano 
z 10 ml krw i żylnej ludzi zdrowych. Dla zapobiegania krzepnięciu doda­
wano do krw i izotoniczny roztwór cytrynianu (w  kilku doświadczeniach 
używano heparynę). Izolowanie leukocytów przeprowadzano według w ła­
snej metody opisanej poprzednio [3].

Metoda ta opiera się na stosowaniu wirowania i frakcjonowanej sedy­
mentacji. Przez ostrożne zebranie pewnych warstw osadu komórkowego 
po odwirowaniu krw i uzyskuje się dość duże zagęszczenie leukocytów, 
jednakże znacznie jeszcze zanieczyszczonych krwinkami czerwonymi. Se­
dymentacja tak uzyskanej zawiesiny komórek w  specjalnym naczyńku 
kształtu litery ,,TJ” z włosowatym zakończeniem pozwala na usunięcie 
większości erytrocytów przy dalszej możliwości zagęszczenia leukocytów. 
Otrzymane w ten sposób ciałka białe pozostawały zawieszone w  ich w łas­
nej cytrynianowej surowicy, a zatem w  warunkach zbliżonych do fiz jo ­
logicznych. W  zawiesinie tej obliczano ilość leukocytów przy pomocy ko­
mory Thomy-Zeissa, określano obraz m orfologiczny w g Schillinga w  bar­
wionym panoptycznie preparacie oraz oznaczano zanieczyszczenie krw in­
kami czerwonymi wyrażone w  %  %  przez obliczenie ich ilości w  komorze. 
Zawiesina zawierała zw ykle 50 000 do 100 000 leukocytów/mm3, przy 
czym zanieczyszczenie erytrocytami wynosiło od 15 do 30°/o ogólnej ilości 
komórek, to znaczy, że 1 erytrocyt przypadał na 2— 6 leukocytów.

Na ogół obraz Schillinga cechował się wyraźnym  przesunięciem w  kie­
runku lim focytów. Ilość lim focytów  wyrażona w  odsetkach wahała się od 
40 do 60% ogólnej ilości ciałek białych. Leukocytom tej zawiesiny tow a­
rzyszyły zawsze płytki, które mimo swej nietrwałości utrzym ywały się 
długo w  surowicy.

Zawiesinę erytrocytów  otrzym ywano każdorazowo równolegle z leuko­
cytami z tej samej próbki krw i przez odciągnięcie cienką pipetą zawie­
siny komórek z dna probówek w irówkowych i ewentualne następne roz­
cieńczenie bezkomórkową surowicą cytrynianową. Otrzymane zawiesiny
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zaw ierały 3 do 10 m ilionów erytrocytów/mm3 przy prawie zupełnym braku 
leukocytów. Czas upływający od pobrania krw i z ży ły  do rozpoczęcia 
odczytów wynosił dla większości doświadczeń 2 godz. 30 min.

b) Aparatura. Zużycie tlenu przez zawiesiny komórek krw i oznaczano 
metodą nurków Kartezjusza. Użycie nurków magnetycznych opisanych 
przez Bicza [2] umożliw iło mieszanie kropli dennej przed oraz w  ciągu 
oznaczenia. Ponieważ nie było istotnych różnic w wynikach doświadczeń 
przeprowadzanych z ciągłym mieszaniem lub bez niego, w  większości do­
świadczeń stosowano tylko jednorazowe dokładne wymieszanie kropli 
dennej przed rozpoczęciem odczytów. Nurki wypełniano w  temperaturze 
pokojowej, a pomiary przeprowadzano w  łaźni o temperaturze 37,5°C, co 
zmuszało do zakładania dodatkowej plomby ujścia [2].

W  doświadczeniach posługiwano się serią 10 nurków magnetycznych 
o stałej wynoszącej 11 do 13 id. Pozostałe szczegóły techniki nurków nie 
odbiegały od zasad rozwiniętych przez Linderstoema-Langa i Holtera, 
a zebranych w  podręczniku Glicka [4].

2. Schemat i przebieg doświadczeń

Większość naszych eksperymentów przeprowadzana była w  specjal­
nym  układzie doświadczalnym, który pozwalał na ocenę i porównanie jed­
noczesnego zużycia tlenu przez zawiesinę leukocytów (L ), kontrolnych 
erytrocytów  (E ) oraz mieszaninę tych dwu zawiesin komórkowych (L  +  E). 
Typow y schemat wypełnienia nurków wyglądał następująco:

a) Badanie zużycia tlenu przez leukocyty; 2— 3 nurki zawierające 
w kropli dennej leukocyty: 0,9 id L  +  0,3 id surowicy.

b) Badanie zużycia tlenu przez mieszaniną erytrocytów  i leukocytów; 
2— 3 nurki zawierające w  kropli dennej mieszaninę erytrocytów  i leuko­
cytów: 0,9 id L  +  0,3 id E. ~

c) Badanie zużycia tlenu przez erytrocyty; 2— 3 nurki zawierające 
w  kropli dennej kontrolne erytrocyty: 0,9 id surowicy +  0,3111 E.

Uzyskane dane przeliczano na id tlenu zużytego przez jedną komórkę 
w  ciągu godziny i wielkość tę dla uproszczenia oznaczano CQq2 (C =  ce llu - 
la <= komórka, Q =  ąuantitas =  ilość). Układ doświadczalny pozwalał na 
bezpośrednie wyciąganie wniosków bez konieczności uciekania się do zbie­
rania średnich współczynników CQq2 i ich interpretacji statystycznej. Po­
równując w  danym eksperymencie CQ 0 leukocytów oczyszczonych oraz 
CQq2 leukocytów w  mieszaninie L + E  po odjęciu wartości oddychania ery­
trocytów kontrolnych można bezpośrednio stwierdzić wzmożenie oddy­
chania leukocytów w  układzie L  +  E i przyrost zużycia tlenu w yrazić 
w  °/o °/o.
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Odczyty manometryczne przeprowadzano w  większości doświadczeń 
przez cztery godziny, powtarzając je  co 30 minut, co pozwalało na do­
kładne wykreślenie krzywych oddychania. Dane zestawione w  tablicy 1 
pochodzą z obliczenia średniego zużycia tlenu /godz/ 1 komórkę po czte­
rech godzinach doświadczenia. W  kilku eksperymentach odczyty konty­
nuowano przez 15— 18 godzin.

3. W yn ik i doświadczeń

Postępując według podanych poprzednio zasad, przebadano zużycie 
tlenu przez leukocyty, erytrocyty oraz mieszaninę tych komórek w  21 do­
świadczeniach i wyniki podano w  tablicy 1. Dane oznaczone literą ,,h” po­
chodzą z krw i heparynowej, pozostałe z cytrynianowej.

Z eksperymentów zestawionych powyżej wynika, że ilość tlenu zu­
żywanego przez mieszaniny leukocytów i erytrocytów  jest znacznie w yż­
sza niż suma oddychania badanych oddzielnie zawiesin tych komórek. 
W  tablicy 1 wyniki oddychania zawiesiny E ~ L  podano już po odjęciu 
oddychania erytrocytów  kontrolnych. Dodatni w pływ  erytrocytów na od­
dychanie leukocytów waha się w  szerokich granicach.

Współczynniki zużycia tlenu CQG2 różnią się dość znacznie w  po­
szczególnych doświadczeniach. Przyczyną tego jest nie tyle błąd metody, 
ile złożoność i zmienność układu biologicznego, jaki stanowi zawiesina ko­
mórek w  ich surowicy (rozmaite zanieczyszczenie erytrocytami, obecność 
płytek, własności osobnicze). W ynik i podane w  tablicy 1 wskazują tylko 
na różnice w  zużyciu tlenu po czterech godzinach doświadczenia m iędzy 
zawiesiną leukocytów i ich mieszaniną z erytrocytami, nie mówią nato­
miast nic o dynamice samego procesu. Pewne światło na to zjawisko rzuca 
analiza krzywych oddychania i jego nasilenia w  doświadczeniach w ielo­
godzinnych. Jako przykład służyć może wykres zużycia tlenu oraz wykres 
nasilenia oddychania w  poszczególnych godzinach w  eksperymencie z dnia 
14.X.57 r.

Podobnych doświadczeń z przedłużonymi odczytami wykonano 11 w y ­
kazując dość wyraźne podobieństwo obu rodzajów krzywych. Z rysunków 
1 i 2 wynika, że oddychanie zawiesiny leukocytów obniża się po 3 lub 4 
godzinach doświadczenia, aby następnie utrzymać się na mniej w ięcej 
stałym poziomie, znacznie niższym od wyjściowego zużycia tlenu. Ta dru­
ga faza obniżonego oddychania trwa 10 do 15 godzin, po czym zużycie tlenu 
zupełnie ustaje.

Odmiennie zachowuje ¡się mieszanina leukocytów i erytrocytów. W  cza­
sie pierwszych kilku godzin eksperymentu zużycie tlenu utrzymuje się 
na prawie stałym poziomie, przy czym odczyty w  drugiej i trzeciej godzi­
nie doświadczenia są zw ykle nieco wyższe niż na początku. Po 5— 8 godzi -

15]
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nach następuje powolne zmniejszenie zużycia tlenu, ale nawet po 18 go­
dzinach obserwuje się jeszcze wyraźne oddychanie. Średnie CQq2 w y li­
czone dla mieszaniny E +  L  po 18 godzinach jest niższe przeciętnie zale­
dwie o około 30°/o od CQq2 po czterech godzinach odczytów. To późniejsze 
i powolne wygasanie oddychania mieszaniny E +  L  nie doprowadza jed ­
nak nigdy do ustania oddychania (w  zakresie 18 godzin). Zużycie tlenu 
przez erytrocyty kontrolne trwa zwykle w  nieznacznym stopniu przez całe 
doświadczenie, przy czym na ogół ulega ono powolnemu zmniejszaniu.

Rys. 1. Zużycie 0 2 przez zawiesiny badanych  

kom órek

O  — O  — O  nurek z ładunkiem E + L,
• L,
X - . - X - . - X  .. „ E.

W  niektórych doświadczeniach obserwowano prawie zupełny brak zu­
życia tlenu przez erytrocyty. Jest rzeczą ciekawą, że wówczas w pływ  
erytrocytów  zaznaczał się wyraźniej. Dzięki opisanemu w yżej zachowaniu 
się krzywych oddychania ilość tlenu zużytego po 18 godzinach doświad­
czenia jest bez porównania większa w  mieszaninie E +  L  niż w  zawiesinie 
leukocytów, a wyliczony sumaryczny w pływ  erytrocytów  przekracza 

zw ykle 400%. To wyższe zużycie tlenu przez leukocyty wynika przede 
wszystkim z przedłużenia ich okresu oddychania w  obecności erytrocytów.

Jest mało prawdopodobne, aby wyraźne zmniejszenie oddychania za­
w iesiny L  obserwowane nieraz już po paru godzinach doświadczenia od­

powiadało obumarciu leukocytów, gdyż według zgodnych poglądów róż­
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nych autorów okres przeżywania krwinek białych in v itro  wynosi kilka­
naście godzin. Przyczyny należy raczej szukać w wyczerpaniu metaboli­
tów, zatruciu produktami przemiany materii lub w  innych zmianach śro­
dowiska otaczającego leukocyty (np. rozpad płytek towarzyszących). W o­
bec dużo dłuższego oddychania zawiesiny E +  L  może to rzucić pewne 
światło na sam mechanizm wpływu erytrocytów.

Porównując pierwsze odcinki krzywych L  i E +  L  na rysunku 2 moż­
na stwierdzić, że już na początku leukocyty oczyszczone zużywają mniej 
tlenu. Poza tym  oddychanie mieszaniny E +  L  ma tendencję wzrastania 
i daje w  drugiej lub trzeciej godzinie doświadczenia wartości nawet w yż­
sze od początkowych. Być może, że dla rozwinięcia pełnego wpływu ery­
trocytów  na leukocyty wymagany jest okres wstępnej inkubacji i dlatego 
zawiesina E +  L  może dawać najwyższe odczyty dopiero po 2— 3 godzi-

Rys. 2. Nasilenie zużycia O a w  okresach godzinnych w  mm sł. 
p łynu  Brodiego:

O  — O  — O  nurek z ładunkiem E + L,
• ---• ----•  L,
X  X  X „ E.

nach. Bezwzględnie pewnej odpowiedzi na to pytanie można udzielić ty l­
ko po przeprowadzeniu doświadczeń w  takim układzie, który pozwala na 
obserwację zmian w oddychaniu natychmiast po zmieszaniu erytrocytów 
i leukocytów. W  naszych doświadczeniach upływał okres około 1 godziny 
(wypełniania nurków) od momentu zmieszania krw inek czerwonych z leu­
kocytami do rozpoczęcia odczytów.

17]
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Różnica m iędzy najwyższym  zużyciem tlenu w  pierwszym  okresie go­
dzinnym przez zawiesinę L  oraz E + L ,  czyli różnica nasilenia oddychania 
(Rys, 2) dla danego doświadczenia była dostrzegalna w e wszystkich przy­
padkach, jakkolw iek nie przekraczała 20% (na korzyść zawiesiny E +  L),. 
Dlatego można stwierdzić, że ogólny wysoki w p ływ  erytrocytów  wyrażony 
w %  %  wynika raczej z przedłużenia czasu oddychania. Tak w ięc w p ływ

T a b l i c a  2
Z a le żn ość  w ie lk o ś c i w p ływ u  od ilo ś c i d od a n y ch  e ry tro c y tó w

nr dośw iad ­
czenia

Ilość erytro ­
cytów  na 1 

leukocyt w  za­
w iesin ie E +  L

% % w p ły w u  
po 4 godz

1. E, 4 12
E, 10 53

j 2. E, 6 27
E, 10 30

3. E, 4 15
E, 13 28

4. E, 17 47
E 25 70

5. E, 23 41
e 2 32 80

6. E, 31 80
Ej 58 69

7. Ei 37 89
e 2 58 85

8. E, 43 105
e 2 62 85

9. E, 55 106
E, 67 80

10. E, 53 92
e 2 77 72

erytrocytów na oddychanie leukocytów składa się z dwu faz: fazy  po­
czątkowej zwiększenia oddychania i następnej polegającej na znacznym 
przedłużeniu jego trwania. Wobec wyraźnych różnic wartości wpływu 
erytrocytów  w różnych doświadczeniach nasuwa się pytanie, czy jego 
wielkość zależy od ilości dodanych erytrocytów, a ściślej rzecz biorąc, od 
stosunku krwinek czerwonych do białych w  mieszaninie E + L .
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W  tym  celu wyliczono w  każdym doświadczeniu ilość erytrocytów 
przypadającą na jeden leukocyt w  zawiesinie E + L .  Analizu jąc dane z ta­
blicy 1 można dostrzec zależność polegającą na tym, że zwiększenie ilości 
erytrocytów  przypadających na jeden leukocyt powoduje wzrost w p ły ­
wu erytrocytów. Jednakże w  tej grupie doświadczeń stosunek E : L  waha 
się w  dość wąskich granicach, wobec czego nie wiadomo, jak w yrazi się 
w p ływ  erytrocytów  przy innych proporcjach E : L. Dlatego też przepro­
wadzono 10 doświadczeń w układzie podobnym do opisanego poprzednio, 
ale zawierającym dwa różne stężenia erytrocytów  w  zawiesinie E +  L.

Układ taki składa się z pięciu par nurków:
1. Zawiesina L.
2. Zawiesina E t +  L.
3. Zawiesina E2 +  L.
4. Zawiesina Ej.
5. Zawiesina E2.
Dobierając odpowiednie stężenia krwinek czerwonych w  E 1 i E2 moż­

na było określić w  obrębie jednego i tego samego doświadczenia, a więc 
przy identycznych parametrach metodycznych i biologicznych, zależność 
wpływu erytrocytów na leukocyty od ich wzajemnego ilościowego sto­
sunku.

W ynik i zestawione są w  tablicy 2 i w  sporządzonym na jej podstawie 
rysunku 3, ilustrującym korelację opisanego przez nas zjawiska.

Rys. 3. Zależność wielkości w p ły w u  od ilości dodanych  

erytrocytów

Doświadczenia te wykazują, że przy wzroście ilości dodanych erytro­
cytów przypadających na jeden leukocyt zwiększa się równolegle ich

http://rcin.org.pl



w pływ  na pobieranie tlenu przez leukocyty. Zależność taka jest dość 
wyraźna aż do stężenia 50— 60 erytrocytów  na jeden leukocyt. Po prze­
kroczeniu tej granicy zaobserwowano w  kilku doświadczeniach spadek 
wpływu. Mogłoby to wskazywać na istnienie optymalnego stężenia ery­
trocytów, przy którym  ich w pływ  na oddychanie leukocytów jest naj­
większy. W  takim wypadku optimum to wynosiłoby około 50 E : 1 L. Opti­
mum to byłoby dość n iezwykłe wziąwszy pod uwagę fakt, iż stosunek 
E : L  u ludzi w  warunkach fizjologicznych wynosi około 1000 E : 1 L, i że 
raczej tutaj należałoby się spodziewać najwybitniejszego wpływu.

DYSKUSJA

Powyższe doświadczenia wykazują n iewątpliwy udział erytrocytów  
w  pobieraniu tlenu przez ciałka białe krw i ludzkiej oraz świadczą o w y ­
raźnej korelacji m iędzy ilością erytrocytów towarzyszącym leukocytom 
a wielkością oddychania. Jednakże sam mechanizm opisanego zjawiska 
i istota uzyskanej zależności między obydwoma typami elementów mor- 
fotycznych krw i pozostaje nie wyjaśniona i wymaga dalszych systema­
tycznych badań.

Teoretycznie możemy rozpatrzyć szereg wchodzących w rachubę moż­
liwości wytłumaczenia opisanego przez nas zjawiska. Przede wszystkim 
nasuwa się przypuszczenie, że erytrocyty dostarczają ciałkom białym  od­
powiednich metabolitów. Jakkolwiek tej ewentualności nie można w y ­
kluczyć, to jednak charakter doświadczeń raczej przeciw niej przemawia. 
M etabolity powstające w  erytrocytach i wykorzystywane przez ciałka 
białe w inny znajdować się w  surowicy, która przecież jest stale używa­
nym przez nas środowiskiem w  doświadczeniach.

Szybkie zmniejszenie zużycia tlenu przez oczyszczone leukocyty moż­
na by tłumaczyć również samozatruciem produktami przemiany materii 
’ ub też zatruciem przez substancje powstające w  tym  układzie w  toku 
rozpadu płytek krwi. Jeżeli weźmiemy pod uwagę w ielką wrażliwość leu­
kocytów  na działanie różnych czynników zewnętrznych, taka ewentualność 
winna być wzięta pod uwagę i należałoby stwierdzić, czy krw inki czer­
wone nie spełniają roli odtruwania lub osłaniania leukocytów przed dzia­
łaniem szkodliwych substancji.

Wreszcie należy pamiętać o zasadniczej funkcji krwinek czerwonych 
w ustroju, to jest o przenoszeniu tlenu przez te komórki. Oksyhemoglobina 
zawarta w  erytrocytach jest zbiornikiem tlenu, z którego ewentualnie mo­
gą korzystać leukocyty w  równej m ierze jak z tlenu rozpuszczonego w  su­
rowicy. Nasze dalsze badania wskazują na tę możliwość, jednak nie po­
tra fim y na razie odpowiedzieć jednoznacznie na pytanie, czy istota w p ły ­

286 A - KOJ- J- M - ZGLICZYŃSKI, W . BICZ [10]
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w u  erytrocytów  na pobieranie tlenu przez leukocyty da się wytłumaczyć 
w yłączn ie tym  mechanizmem.

Jakkolwiek zaobserwowane przez nas zjawisko może się wydawać po­
zorn ie dziwne, gdyż nie ma dla niego analogii w  innych dziedzinach 
fiz jo log ii komórkowej, to należy jednak pamiętać o tym, że leukocyty, 
a szczególnie leukocyty ludzi, stanowią typ komórek pod wielu względam i 
różniący się od elementów morfotycznych, najczęściej badanych. Tę bio­
chemiczną odrębność leukocytów podkreśla z naciskiem Beck [1]. Na uwa­
gę zasługują również doświadczenia K ielera [6], w  wyniku których stw ier­
dził on specyficzne i n iezwykłe zachowanie się oddychania leukocytów 
normalnych inkubowanych przez w iele godzin. Wreszcie należy przy­
pomnieć, że leukocyty białaczkowe dają się hodować in v itro  tylko w  obec­
ności fibroblastów, a wytłumaczenie tej symbiozy pozostaje ciągle w  sfe­
rze  hipotez.

Autorzy wyrażają serdeczne podziękowanie Prof. dr B. Skarżyńskiemu 
za cenne wskazówki w  czasie pracy i pomoc przy jej ukończeniu.

STRESZCZENIE

Przy  pomocy metody nurków Kartezjusza badano oddychanie oczysz­
czonych leukocytów ludzkich w  obecności rozmaitych stężeń erytrocytów.

Stwierdzono, że zużycie tlenu przez ciałka białe wzrasta po dodaniu 
krw inek czerwonych do zawiesiny komórkowej.

Wykazano, że dodatni w pływ  erytrocytów  na oddychanie leukocytów 
charakteryzuje się nieznacznym początkowym wzmożeniem intensywności 
pochłaniania tlenu i późniejszym wybitnym  jego przedłużeniem. Prawdo­
podobnie istnieje optymalne stężenie erytrocytów, przy którym oddycha­
nie leukocytów jest najwyższe.

Omówiono biochemiczne i biologiczne możliwości interpretacji opisa­
nego zjawiska.
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T H E  E F F E C T  O F  E R Y T H R O C Y T E S  O N  T H E  R E S P IR A T IO N  O F  H U M A N
L E U C O C Y T E S

S u m m a r y

Respiration o f purified human leucocytes was investigated w ith the 
aid o f Cartesian divers in presence o f varying concentrations o f erythro­
cytes.

The leucocytes oxygen uptake was found to rise when red cells were 
added to the suspension.

The positive effect o f erythrocytes on leucocyte respiration was shown 
to be characterized by an insignificant initial rise in oxygen uptake 
intensity and subsequent pronounced extension o f its duration. An  opti­
mum concentration o f erythrocytes at which leucocyte respiration is 
most intensive is likely  to exist.

Possible biochemical and biological interpretations o f the phenomenon 
are discussed.

Otrzym ano 20.12.1957 r.
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Z. SZAFRAN, H. HOMANSKA-SZAFRANOWA, J. OLEKSY

ROZMIESZCZENIE ENZYMÓW Z GRUPY ESTERAZ 
WE FRAKCJACH BIAŁKOWYCH SOKU TRZUSTKOWEGO PSA*)

Z  Z a k ła d u  C h e m ii F iz jo lo g ic z n e j A . M . w K ra k o w ie  
K ie ro w n ik :  P ro f .  d r  B. S k a rży ń s k i 

i z Z a k ła d u  F iz jo lo g i i  A . M . w  K ra k o w ie  
K ie ro w n ik : P ro f .  d r  J. K a u lb e rs z

Jednym z głównych składników soku trzustkowego jest białko w yka­
zujące wybitną i różnorodną aktywność enzymatyczną, zdolną do hydro­
lizy  wszystkich niemal substancji składowych pożywienia zwierzęcia. Zna­
ne są liczne enzymy wchodzące w skład białek soku trzustkowego, przy 
czym tylko niektóre z nich, jak np. trypsyna i chymotrypsyna zostały 
zidentyfikowane jako odrębne substancje chemiczne. Rozdział mieszanin 
białkowych przy pomocy elektroforezy i lokalizacja aktywności enzyma­
tycznych w  uzyskanych frakcjach elektroforę tycznych może stanowić po­
ważny krok naprzód w  zagadnieniu odrębności poszczególnych enzymów 
i ich identyfikacji jako indywidualnych substancji białkowych.

Metodę elektroforezy zastosowali po raz pierwszy do rozdziału białek 
soku trzustkowego Munro i Thomas [20], uzyskując 4— 5 frakcji białko­
wych, nie przeprowadzając jednak doświadczeń nad lokalizacją aktywności 
enzymatycznej w  tych frakcjach. Byrne i współpracownicy [4] oraz Gross- 
berg i współpracownicy [11] rozdzielali białka soku trzustkowego na 6 
frakcji elektroforetycznych, lokalizując w  niektórych spośród tych frak­
cji trzy główne enzymy soku trzustkowego —  amylazę, lipazę i proteinazę. 
Używali oni w  swoich doświadczeniach wolnej elektroforezy Tiseliusa, 
przy której wyosobnienie poszczególnych frakcji białkowych napotyka na 
dość duże trudności techniczne, toteż zastosowanie znacznie prostszej me­
todycznie elektroforezy bibułowej umożliw iło dalsze postępy w tej dzie­
dzinie. Posługując się tą metodą, A. i R. Delcourt [6] otrzym ywali przy

*) Praca by ła częściowo subw encjonow ana przez Kom itet Biochemiczny W y ­
działu  II  P A N .
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rozdziale białek soku trzustkowego również 6 frakcji, w  których badali 
rozmieszczenie lipazy, esterazy i esterazy cholinowej.

Autorzy wszystkich cytowanych powyżej prac używali do swoich do­
świadczeń sok trzustkowy psa. Ostatnio Rotischild i Junąueira [26] roz­
dzielali, stosując elektroforezę bibułową, sok trzustkowy szczura. A u to ­
rzy ci uzyskiwali 7 frakcji białkowych, w  których badali zawartość amy- 
lazy, lipazy i esterazy, rybonukleazy, trypsyny i chymotrypsyny, jednak­
że obraz frakcji białkowych na elektroforogramach i rozmieszczenie enzy­
mów we frakcjach były  zupełnie odmienne, w  porównaniu z wynikami po­
przednich prac z użyciem soku trzustkowego psa.

Dalszą kontynuację badań tego typu stanowi poprzednia praca współ­
autorów niniejszych badań [15], w  której określono rozmieszczenie amy- 
lazy, lipazy i enzymów proteolitycznych we frakcjach białkowych soku 
trzustkowego psa, rozdzielonych przy pomocy elektroforezy na bibule. 
W  celu otrzymania soku stosowano różne bodźce wydzielnicze i stw ier­
dzono, że w pływ ają one na stężenie enzymów, nie zmieniając jednak ich 
rozmieszczenia w e frakcjach elektroforetycznych.

W  niniejszej pracy przedstawiono wyniki badań nad rozmieszczeniem 
dalszych enzymów z grupy esteraz, a mianowicie aliesterazy, esterazy cho­
linowej, esterazy cholesterolowej i zasadowej fosfatazy w e frakcjach uzy­
skanych przy rozdziale elektroforetycznym białek soku trzustkowego psa. 
Podjęto również próbę przedyskutowania odrębności tych enzymów jako 
indywidualnych substancji, rozkładających swoiste substraty.

METODY

Sok trzustkowy otrzym ywano w  doświadczeniach ostrych przeprowa­
dzanych na psach, u których przy użyciu narkozy m orfinowo —  eterowej 
zakładano kaniulę szklaną do przewodu trzustkowego. W ydzielanie soku 
wywoływano działaniem różnych bodźców —  sekretyny lub wyciągu 
z błony śluzowej jelita, pankreozyminy i pilokarpiny. Dokładną metodykę 
otrzymywania soku opisano poprzednio [15].

W  odróżnieniu od sposobu postępowania stosowanego w  pracy po­
przedniej przeprowadzano rozdział elektroforetyczny według metody opra­
cowanej przez Ostrowskiego i współpracowników [24]. Na płytki szklane 
10 X 32 cm powleczone warstwą żelu agarowego zawierającego 3% hyflo 
super-cel nakładano pipetą 0,2— 0,6 ml soku i umieszczano w  komorze 
w  położeniu poziomym, zapewniając kontakt z roztworem buforowym 
za pomocą pasków bibuły nałożonych na końce płytek. Czas trwania 
elektroforezy w  temperaturze pokojowej przy napięciu 150 V  wynosił 
14— 16 godzin. Używano buforu weronalowego o pH  8,6. Położenie frakcji
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białkowych na płytkach ustalano przez przyłożenie do warstwy żelu dwóch 
pasków bibuły o szerokości 1 cm i długości 32 cm na czas 10— 20 minut. 
Po wysuszeniu pasków wybarwiano je roztworem czerni amidowej 10B 
według Grassmana i Hanniga [10] i po ustaleniu położenia frakcji białko­
wych odcinano na płytce warstwy żelu agarowego odpowiadające położe­
niem i szerokością frakcjom  białkowym odbitym  na paskach. Zebrane z po­
w ierzchni płytki warstwy żelu eluowano w  probówkach 6 ml soli fiz jo lo ­
gicznej przez 2 godziny i po odwirowaniu adsorbenta oznaczano w  otrzy­
manych roztworach stężenie białka oraz aktywność enzymów.

W  większości doświadczeń sok trzustkowy zagęszczano przed przepro­
wadzeniem  rozdziału, elektrofor etycznego, dializując 1— 3 ml soku w  w o­
reczku plastikowym względem  50°/o roztworu gumy arabskiej w  tempe­
raturze +  4°C przez okres 1— 2 godzin. Zagęszczony w  ten sposób sok za­
w ierał 2— 4-krotnie w iększe stężenie białka.

Dokładny rozdział frakcji w  czasie elektroforezy uzależniony jest od 
wąskiego nałożenia płynu zawierającego białko na płytkę z żelem agaro­
wym. Używając sok trzustkowy zagęszczony przez dializę otrzymywano 
znacznie lepszy rozdział frakcji, ponieważ większe stężenie białka i en­
zym ów  w  takim soku umożliwiają nakładanie mniejszej objętości, a tym  
samym nakładanie węższe i bardziej równomierne. Dokładność nałożenia 
ułatwia poza tym  większa lepkość soku dializowanego. Wyższość stoso­
wanej obecnie techniki elektroforezy w  porównaniu z poprzednio stoso­
waną elektroforezą bibułową polega na tym, że 1) można nakładać 3— 4- 
-krotnie większe objętości soku, 2) czas trwania elektroforezy jest krótszy, 
3) przy takim sposobie postępowania o w iele łatwiej rozdzielić frakcje 
2 i 3 na dw ie podfrakcje, co przy zastosowaniu elektroforezy bibułowej 
udaje się tylko wyjątkowo.

Oznaczanie białka przeprowadzano przy pomocy odczynnika fenolowe­
go Folina-Ciocalteu [9], według procedury opisanej poprzednio [16]. P rzy  
oznaczeniach enzymów stosowano następujące substraty: octan p-nitro- 
fenolu (otrzymany syntetycznie według Hugginsa i Lapidesa [17]) dla ali- 
-esterazy, chlorek acetylocholiny dla esterazy cholinowej, octan choleste­
rolu dla esterazy cholesterolowej, fosforan fenolftaleiny dla zasadowej 
fosfatazy, trójbutyrynę dla lipazy, skrobię dla amylazy i hemoglobinę 
dla proteaz.

Oznaczenia aktywności enzymatycznej przeprowadzano według nastę­
pujących metod: ali-esterazę badano według Hugginsa i Lapidesa [17], 
esterazę cholinową według Hestrina [14], esterazę cholesterolową ozna­
czano modyfikacją metod N iefta i Deuela [23] oraz Byrona i współpracow­
ników [5], inkubując roztwór enzymu z zawiesiną substratu i roztworem 
buforowym fosforanowym o pH  6,6 przez 2 godziny w  temperaturze 37°C.
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Cholesterol i nie rozłożony ester ekstrahowano z próbki mieszaniną alko­
holu i eteru 3 : 2 i po strąceniu cholesterolu digitoniną oznaczano jego stę­
żenie według metody podanej w  zbiorze metod analitycznych H. Fistera 
[7]. Aktywność fosfatazy oznaczano według Hugginsa i Talalaya [18], amy- 
lazy według H. Fistera [7], lipazy metodą Pereza i W illem orta [25]. Enzymy 
proteolityczne oznaczano metodą hemoglobinową Ansona [3]. Jednostki 
aktywności enzymów przyjęto według metod analitycznych, bądź też 
określano jak poprzednio [16].

WYNIKI

Wykonano doświadczenia na soku trzustkowym uzyskanym z 13 psów, 
przeprowadzając 24-krotnie rozdział elektroforetyczny białek. Posługując 
się opisaną wyżej techniką elektroforezy w  ośrodku agarowym zaw iera­
jącym  hyflo super-cel otrzymano 6— 8 frakcji białkowych w  zależności

Rys. 1. O braz rozdziału frakc ji b ia łkow ych  soku 

trzustkowego na elektroforogram ach  
a) —  na bibule, b) —  na płytkach agarowych  

z hyflo soiper-cel

od psa dostarczającego sok. Porównując rozmieszczenie trzech głównych 
enzymów soku w e frakcjach białkowych, uzyskanych obecnie stosowaną 
techniką elektroforezy, z wynikami uzyskanymi poprzednio na bibule [15], 
stwierdzono, że większa ilość frakcji powstaje wskutek dalszego rozdziału 
frakcji 2 i 3 na frakcje określone obecnie jako 2a, 2b, 3a i 3b (Rys. 1). 
Frakcje 1, 4, 5 i 6 pozostają w  kolejności niezmienionej.

Względna procentowa zawartość białka w  poszczególnych frakcjach 
wykazu je pewną zmienność w  zależności od badanego psa, wartości śred­
nie są jednak zgodne z wynikami podawanymi poprzednio [4, 15] (Tab­
lica 1). Rodzaj bodźca wydzielniczego wpływa tylko na absolutne stężenie 
białka w  soku, a nie na stosunek jego ilości w  poszczególnych frakcjach.
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T a b l i c a  1
Ś re d n ie  w a rto ś c i rozk ła d u  b ia łka  w e fra k c ja c h  e le k tr o fo r  e ty czn y ch

frakcje 1 2a 2b 3a 3b 4 5 6

w zględny % 6,14 15,20 12,18 7,98 8,35 33,20 9,56 7,33

Wartości średnie obliczono z wyników 24 oznaczeń białka w eluatach frakcji elektroforetycznych

T a b l i c a  2

Ś re d n ie  w a rtoś c i a k ty w n o ś c i e n zy m a ty cz n e j we fra k c ja c h  b ia łk ow y ch

Enzym Substrat I 1 2a 2b 3a 3b 4 5 6

A li-esteraza
octan

p-nitro-
fenolu

24
1

2

38,1

3,78

27,3

1,11

18,1

0,90

6,3

0,50

3,4

0,25

2,4

0.04

2.0

0,11

2,4

0,18

Esteraza

cholinowa

chlorek
acetylo­
choliny

19
1

2

27,2

24,95

11,6

4,30

6,4

2,90

34,9

24,50

17,8

11,95

1,5

0,25

0,6

0,34

0,0

0,04

Esteraza

cholesterolowa

octan
choleste­

rolu
6

1

2

61,8

1,74

12,7

0,14

11,0

0,14

5,5

0,11

0,0

0,00

1,8

0,01

3,6

0,06

0,0

0,00

Zasadow a

fosfataza

fosforan
fenol-

ftaleiny
23

1

2

4,8

0,41

21,0

0,69

38,3

1,55

25,1

1,55

6,0

0,37

2,4

0.04

1,2

0,08

1,2

0,07

Lipaza

... ... . ...

tró j-
butyryna

16
1

2

4,0

13,20

0,8

1,12

0,8

1,38

0,5

1,75

0,5

1,14

45,0

39,80

47,3

100.50

1,1

2,93

A m ylaza skrobia 10
1

2

0,1

0,29

0,1

0,23

0,1

0,17

0,3

1,04

1,6

5,49

92,4

78,55

5,0

14,83

0,4

1,59

Proteazy hem o­
globina

11
1

2

3,2

4,60

52,5

30,55

38,6

27.90

3.6

4,10

1,0

1,07

0,9

0,23

0,1

0,09

0,1

0,08

W  rubryce I  podane są ilości oznaczeń, z których obliczono wartości średnie. Liczby w sze­
regu 1 przedstawiają procent całej aktywności enzymu w poszczególnych frakcjach, w szeregu 2 —  
aktywność właściwą enzymu w jednostkach aktywności na 1 mg białka. Na 24 przeprowadzone 
rozdziały elektroforetyczne w 17 przypadkach użyto soków wydzielonych po podaniu pilokarpiny, 
w 6 po sekretynie i w 1 po pankreozyminle. Oznaczenia poszczególnych enzymów wykonano w na­
stępujących przypadkach (liczby oznaczają kolejno ilości przypadków po pilokarpinie, sekretynie 
i pankreozyminle): all-esteraza 17, 6, 1, esteraza cholinowa 13, 5, 1, esteraza cholesterolowa 3, 3, 0, 
zasadowa fosfataza 17, 5, 1, lipaza 12, 3, 1, amylaza 8, 2, 0, enzymy proteolityczne 8, 3, 0.
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Rozmieszczenie we frakcjach enzymów, których lokalizacja została 
już określona dawniej, to znaczy amylazy, lipazy i proteaz zgadza się do­
kładnie z wynikami uzyskanymi poprzednio [15]. Tak więc amylaza znaj­
duje się we frakcji 4, lipaza głównie w  5, a enzymy proteolityczne we frak­
cjach 2a i 2b.

Aktywność badanych enzymów z grupy esteraz, poza lipazą, związana 
jest z białkami czterech początkowych frakcji elektroforetycznych, to zna­

czy 1, 2a, 2b i 3a. Aktywność ali-esterazy określoną przez szybkość h y­

drolizy octanu p-nitrofenolu wykazuje głównie frakcja 1, a w  mniejszym 
stopniu frakcje 2a i 2b. Frakcja 1 gromadzi 38,1% całej aktywności enzy­
mu, a dw ie frakcje sąsiednie odpowiednio 27,3 i 18,1%. Najwyższą aktyw ­
ność hydrolizy chlorku acetylocholiny wykazuje frakcja 3a (34,9%), jak­
kolw iek w  silnym stopniu wykazuje ją również frakcja 1 (27,2%). Niższe 
aktywności frakcji sąsiednich 2a (11,6%) i 3b (17,8%) można przypisać 
niedokładnemu rozdzieleniu frakcji. Praw ie 2/3 aktywności esterazy cho­
lesterolowej wykazuje frakcja 1 (61,8%). Frakcje następne 2a i 2b roz­
kładają octan cholesterolu tylko w  słabym stopniu (12,7 i 11,0% aktyw ­
ności). Zasadowa fosfataza znajduje się głównie we frakcji 2b (38,3%), 
w  mniejszych ilościach we frakcjach sąsiadujących (2a— 21,0%, 3a—  
25,1%).

W  tablicy 2 zebrane są średnie wartości rozkładu procentowego po­
szczególnych rodzajów aktywności enzymatycznej oraz aktywności w ła­
ściwe enzymów w  poszczególnych frakcjach białkowych. Aktywność w ła­
ściwa enzymu, to znaczy ilość jednostek aktywności przypadająca na 1 mg 
białka, uwidacznia, w której frakcji białko jest najbardziej aktywne przy 
rozkładzie danego substratu —  jest w ięc równocześnie miarą e fek tyw ­
ności oczyszczenia enzymu od innych białek występujących w  soku trzust­
kowym. Dane tablicy 2 przedstawione są również na wykresach na rys. 2.

W e wszystkich obecnie przeprowadzonych doświadczeniach rodzaj 
bodźca wydzielniczego nie w pływał na rozmieszczenie badanych enzymów, 
co potwierdza obserwacje poprzednie [16].

DYSKUSJA

W yniki niniejszej pracy dotyczą lokalizacji w  ośmiu frakcjach białko­
wych soku trzustkowego psa enzymów rozkładających wiązania estrowe 
octanu p-nitrofenolu, trójbutyryny, octanu cholesterolu, chlorku acetylo­
choliny i fosforanu fenolftaleiny. Rezultaty te łącznie z wynikami pracy 
poprzedniej [15] dają obraz rozmieszczenia w  tych frakcjach siedmiu en­
zymów.
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Rys. 2. Rozmieszczenie aktywności enzymatycznej we frakcjach  białkow ych  soku
trzustkowego psa 

kolum na 1 —  względny procent aktywności 
kolum na 2 —  aktywność w ła śc iw a  w e frakcjach
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ROZMIESZCZENIE ENZYMÓW

Dotychczasowe piśmiennictwo, poza trzema głównym i enzymami soku, 
podaje tylko rozmieszczenie esterazy [6, 26] i rybonukleazy [26]. Autorzy 
obu cytowanych prac oznaczali jednak esterazę i lipazę przy użyciu tego 
samego substratu. Różnicowali oni oba te enzymy opierając się na hamo­
waniu esterazy i aktywowaniu lipazy przez taurocholan sodu, co jednak 
nie daje gwarancji ich odróżnienia [27]. Zupełnie odmienne rozmiesz­
czenie enzymów soku trzustkowego w e frakcjach elektroforetycznych 
i inny obraz elektroforogramów w  wynikach Rotschilda i Junqueira [26] 
można tłumaczyć stosowaniem do badań soku trzustkowego innego gatun­
ku zwierzęcia i odmiennej metodyki.

Badając hydrolizę wymienionych substratów stwierdzono obecność 
trzech enzymów typu esteraz rozmieszczonych w  odrębnych frakcjach 
elektroforetycznych. Jeden z nich, hydrolizujący trójbutyrynę, znajduje 
się w e frakcjach 4 i 5; jest to enzym, który w  piśmiennictwie określa się 
powszechnie nazwą lipazy lub esterazy A  [1, 2, 22]. W e frakcji 1 znajduje 
się esteraza odmienna, która rozkłada słabo trójbutyrynę, natomiast hy- 
drolizuje octan p-nitrofenolu, octan cholesterolu i acetylocholinę. Trzecia 
esteraza, rozkładająca tylko acetylocholinę, znajduje się w e frakcji 3a. 
Jest ona odmienna od esterazy z frakcji 4 i 5, która nie rozkłada acetylo­
choliny i od esterazy z frakcji 1. Zdarzają się wypadki zasługujące na 
specjalną uwagę, że w  soku trzustkowym brak zupełnie esterazy w e frak­
cji 1, mimo to w  tych wypadkach rozkład acetylocholiny przez frakcję 3a 
jest zachowany. N ależy więc wnioskować, że esteraza zawarta w e frak ­
cji 3a jest swoistą esterazą acetylocholinową. Rozkład octanu p-nitrofenolu 
także przez frakcje 2a i 2b można wytłumaczyć częściowo działaniem obec­
nych tam enzymów proteolitycznych [13, 19], a częściowo niedokładnym 
rozdzieleniem tych frakcji.

W  omówionych w yżej przypadkach, w  których brak esterazy frakcji 1, 
hydroliza octanu p-nitrofenolu przez frakcje 2a i 2b zachodzi, jednakże 
w  czasie kilkakrotnie dłuższym.

W  odniesieniu do esterazy rozkładającej estry cholesterolu istnieją 
w  piśmiennictwie rozbieżności. Według jednych źródeł enzym ten jest 
swoisty tylko dla estrów  cholesterolu [27], inne podają, że esteraza cho­
lesterolowa trzustki jest identyczna z esterazą rozkładającą niższe estry 
alifatyczne [8, 21]. W ynik i nasze zdają się przemawiać za drugą alterna­
tywą, ponieważ rozkład estrów cholesterolu wykazują te same frakcje, 
które hydrolizują octan p-nitrofenolu, acetylocholinę i słabo trójbutyrynę. 
Tak samo brak tej aktywności w  tych przypadkach, kiedy sok nie w y ­
kazuje zdolności esterolitycznej we frakcji 1.

Fosforan fenolftaleiny rozkładany jest przez białko frakcji 2b. W  tej 
samej frakcji białkowej znajduje się także któryś z enzymów proteoli-
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tycznych, jednakże w  piśmiennictwie zasadowa fosfataza soku trzustko­
w ego uważana jest za enzym odrębny [12]. W  warunkach naszych do­
świadczeń aktywność proteolityczną wykazują frakcje 2a i 2b. N ie w ia­
domo, czy działanie to w yw iera tylko jeden enzym, czy też różne enzymy 
proteolityczne rozkładające hemoglobinę, które występują w  soku trzust­
kowym.

Dalsze badania nad dokładniejszym scharakteryzowaniem esteraz soku 
trzustkowego psa są w  toku.

Na tym  miejscu pragniemy złożyć podziękowanie Panu Prof. dr Bole­
sławowi Skarżyńskiemu za pomoc i opiekę.

STRESZCZENIE

Autorzy badali występowanie lipazy, ali-esterazy, esterazy cholinowej, 
esterazy cholesterolowej i zasadowej fosfatazy w  poszczególnych frakcjach 
białkowych soku trzustkowego psa.

Do rozdziału frakcji białkowych zastosowano elektroforezę w  ośrod­
ku agarowym zawierającym jako adsorbent hyflo super-cel. P rzy  takim 
postępowaniu białko soku trzustkowego rozdzielało się na większą ilość 
frakcji niż przy posługiwaniu się klasyczną elektroforezą bibułową.

Stwierdzono, że frakcja białkowa rozkładająca estry niższych kwasów 
tłuszczowych rozkłada również estry cholesterolu i acetylocholinę. Enzym 
znajdujący się w  tej frakcji jest odrębny od lipazy występującej w  zu­
pełnie innej frakcji białkowej. Swoista esteraza cholinowa również daje
się oddzielić elektroforetycznie od lipazy i ali-esterazy, to samo dotyczy
zasadowej fosfatazy.
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D IS T R IB U T IO N  O F  E N Z Y M E S  O F  T H E  E S T E R A S E S  G R O U P  IN  P R O T E IN  

F R A C T IO N S  O F  A  D O G ’S P A N C R E A T IC  J U IC E

S u m m a r y

The authors investigated occurrence o f lipase, ali-esterase, Cholin­
esterase, cholesterol esterase and alkaline phosphatase, in particular, 
protein fractions o f canine pancreatic juice.

For separating the protein fractions the authors used electrophoresis 
in agar medium containing hyflo-super-cel as adsorbent. By this procedure 
the protein o f the pancreatic juice was partitioned into a greater number 
o f fractions than that obtained by the classical paper electrophoresis.

The protein fraction decomposing esters o f lower fa tty acids was found 
to decompose cholesterol esters and acetylcholine as well. The enzyme 
present in the fraction is distinct from  lipase occurring in an altogether 
different protein fraction. Specific Cholinesterase can also be separated 
by electrophoresis from  lipase and ali-esterase; the same applies to alka­
line phosphatase.

Otrzym ano 13.12.1957 r.
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A C T A  B I O C H I M I C A  P O L O N I C A

Każdy autor winien d o k ł a d n i e  zapoznać się z treścią „wytycznych dla 
autorów“ jeszcze przed przystąpieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto­
sować się do nich. Prace nie odpowiadające pod względem formy postawionym  
wymogom nie będą mogły być brane pod uwagę i zostaną zwrócone autorom. Fakt 
przesłania pracy do redakcji uważany jest jako równoznaczny ze zgodą autora na 
treść „wytycznych”.

W Y T Y C Z N E  D L A  A U T O R Ó W

1. Acta Biochim ica Polonica publiku ją  p ra ce  b io ch e m icz n e  i z dziedzin pok rew ­
nych biochem ii, zaw iera jące nie ogłoszone dotychczas wynik i badań  dośw iadczal­
nych. Ogłaszane prace w inny  zaw ierać element nowości naukowej. Językiem  prac  

zgłaszanych  do publikacji w  Acta Biochim ica Polonica jest ję z y k  p o ls k i lu b  jed en  
z  ję z y k ó w  k o n g resow y ch .

2. P race  pow inny być pisane m ożliw ie zwięźle, ale zwięzłość nie pow inna po­
w odow ać  niejasności przedstawienia. A rtyku ły  są przeznaczone przede wszystkim  

d la  c z y te ln ik a  w y s p e c ja liz o w a n e go  w d a n y m  tem a c ie , mimo to artykuły powinny  

być  zrozum iałe dla ogółu  czytelników. Opis doświadczeń powinien być taki, by  

m ógł je  powtórzyć każdy, kto dysponuje odpow iednim  m ateriałem , wyposażeniem  

i techniczną sprawnością. N a leży  unikać technicznych neologizmów. U żyw ane skróty  

należy w y jaśn ić  w  tekście.
3. U k ł a d  a r t y k u ł ó w .  Prace należy przesyłać do redakcji w  postaci go ­

towej do druku, w  trzech egzem plarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z m ar­
ginesem  szerokości około 4 cm po lewej stronie i około 1 cm po p raw e j stronie, z po­
dw ó jn ą  interlin ią oraz z num eracją stron. P ierw szy  egzem plarz należy pisać na pa ­
pierze piśm iennym  (bia łym ). W  tekście maszynopisu nie należy robić żadnych po­
p raw ek , przekreśleń lub  podkreśleń na m aszynie ani atramentem. Dopuszczalna  

najw yższa ilość popraw ek  wynosi trzy na jednej stronie. A u to r może proponować  

■oznaczenia typograficzne przez odpow iednie określenie (tekst rozspacjowany, złożony 

kursyw ą, czcionką gru bą  itp.), ale wyłącznie ołówkiem . N ie  należy staw iać kropek  
po tytułach i podtytułach, ani po skrótach takich jak : ml, cm, g, kg. D la  wyrażenia  

m ikrogram a służy skrót „n-g“, a nie „y “ . N a  osobnych kartkach poza tekstem pracy  
należy um ieścić: a) streszczenie polskie, b ) cytowaną literaturę, c) tablice, d) rysunki 
lub fotografie  w raz  z objaśnieniam i (patrz pkt. 8 i 9), e) pełne imię i nazwisko autora  
(ów ), adres dla przesłania korekty i honorarium  oraz skróconą w ersję  tytułu nie 

przekraczającą 60 m iejsc literowych, przeznaczoną dla umieszczenia je j nad strona­
m i tekstu pracy. Należy  podać nazw isko i adres osoby upoważnionej do p rzeprow a­
dzenia korekty, w  przypadku  nieobecności autora. W  tekście należy zaznaczyć 

-ołówkiem na m arginesie w  przybliżeniu m iejsca, w  których pow inny być umiesz­
czone tablice i rysunki. P ra ce  n ie  od p o w ia d a ją ce  w y m a g a n io m  za w a rty m  w p u n k -
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c ie  3 zostaną  p rzep isa n e  na koszt a u to ra , a od p o w ie d n ia  k w o ta  zos ta n ie  p o trą co n a  
z h o n o ra r iu m  a u to rsk ieg o .

4. N a  pierwszej stronie pracy należy podać: imię i nazwisko autora (-ó w ), tytuł 
m ożliw ie zwięzły, ale jasno charakteryzujący treść pracy, zakład naukow y, w  któ­
rym  wykonano pracę i nazw isko k ierownika zakładu, odpow iedzialnego za jego  

działalność. W  interesie autora leży, aby  ty tu ł p ra cy  zaw iera ł w  najkrótsze j fo r­
mie podstaw ow y w ynik  pracy, a nie tylko zagadnienie. N a leży  unikać tytułów  

w  rodzaju : „Badania nad....” . W skazane jest podaw anie już w  tytule g łów n ego  w n io ­
sku w yn ikającego  z pracy, naw et w  przypadku, gdy jest on negatywny. Tytu ł może 
wtedy przybrać postać: „Niemożność...” , lub podobnie.

5. T e k s t  p r a c y  pow in ien  składać się z następujących części: a ) zwięzły  
wstęp w y jaśn ia jący  cel i założenie pracy, b ) opis metod doświadczalnych, charakte­
rystyka, pochodzenie lub  sposób preparatyw nego  uzyskania używ anych  chem ikaliów  

oraz opis szczegółów, które są potrzebne d la powtórzenia opisanych doświadczeń  

i sprawdzen ia przeprowadzonych obliczeń, c) opis w yn ików  u jęty  m ożliw ie zwięźle, 
najlepiej w  postaci tablic lub  w ykresów , d) dyskusja o uzyskanych wynikach, 
e) streszczenie lub  wnioski —  objętości nie przekraczającej 3%  rozm iarów  pracy. 
Streszczenie lub  wnioski w inny być tak sform ułowane, aby  zaw iera ły , w  postaci 
m ożliw ie najbardziej zw ięzłej, w yn ik i pracy w raz z g łów nym i danym i liczbowym i. 
W nioski w inny wynikać bezpośrednio z doświadczeń. W n iosk i pośrednie m ogą być 

zamieszczone w  tym punkcie wyłącznie pod w arunk iem  wyraźnego  określenia, że 
m ają one charakter dyskusyjny lub  podobny.

6. M e t o d y  d o ś w i a d c z a l n e  pow inny być przedstaw ione bardzo  staran ­
nie. Jeżeli autor posługiw ał się znaną metodą publikow aną, w ystarczy pow ołan ie się 

na odnośną pracę, ew entualn ie om ówienie istoty danej metody. N a leży  wym ienić  

wszelkie, nawet pozornie niew ielkie, odchylenia od p ierw otnej m etody; stw ierdzenie, 
że posługiw ano się odnośną metodą „z niew ielk im i m odyfikacjam i” nie jest do ­
puszczalne.

7. S t ę ż e n i e  r o z t w o r ó w  pospolitych k w asów  i zasad w yraża się pojęciem  

norm alności (N ), natomiast dla roztw orów  soli należy posłużyć się pojęciem  m olo- 
wości (M ): 0,25 N  HC1, 0,15 M  N a H 2PC>4. Stężenie u łam kow e należy w yrazić  syste­
mem dziesiętnym, np. 0,'25 N  HC1, a nie N/4 HC1. Pojęcie „procent“, u żyw a się 
w  ścisłym  znaczeniu, tj. w  gram ach na 100 gram ów  roztworu. Procenty objętościowe  

należy w yrażać sym bolem  „%> obj./obj.” , a procenty w agow o -ob jętośc iow e „°/o 

wag./obj.” .

8. P o s z c z e g ó l n e  t a b l i c e  pow inny mieć nagłów ek  opisu jący ich treść. 
Sens tablic pow inien  być zrozum iały bez pow oływ an ia  się na tekst pracy. N ie  jest 
konieczne ogłaszanie wszystkich liczbowych w yn ik ów  podobnych doświadczeń, jeżeli 
poda się wartość średnią w raz  z jego „średnim  odchyleniem ”, ew. liczbę in dyw i­
dualnych rezultatów.

9. R y s u n k i  i f o t o g r a f i e  należy w ykonyw ać w  postaci nadające j się do 

reprodukcji lu b  przerysowania. K ażdy  rysunek lub  fo tografia  w inny  być  p rzygo ­
towane na oddzielnej kartce. N a  odwrocie każdego rysunku, lub fo tog ra fii należy  

podać ołówkiem : nazwisko autora, p ierwsze s łow a tytułu pracy, kolejny  num er ry ­
sunku oraz p ierwsze słow a legendy, która m a być umieszczona pod nim. Do rysun ­
ków  i fotografii należy dołączyć w ykaz (na m aszynie) zaw iera jący  kolejne num ery  

w raz  z tytułam i i legendą. N a leży  unikać podaw ania na rysunkach ob jaśn ień  teksto­
wych. N a  fotografiach  nie należy dopisywać żadnych oznaczeń. Jeśli fo tografie  ta ­
kich oznaczeń w ym aga ją , należy umieścić je  na przypiętej do fo tografii kalce tech­
nicznej. N adm ierna ilość rysunków  może być w ykonana wyłączn ie na k o s z t a u to ra . 

K rzyw e  w yrażające  zależności zbadane eksperym entalnie w inny  m ieć w yraźn ie  za ­
znaczone punkty, których wartości uzyskano doświadczalnie.
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10. Cytow aną l i te ra tu rę  należy wypisać na oddzielnej karcie, w ym ien iając  

pozycje w  alfabetycznej kolejności autorów . W  wykazie podaw ać kolejno: num er 
pozycji, nazw isko autora, p ierwsze litery imion, skrócony tytuł czasopisma, tom 

(rocznik), początkową stronę artyku łu  i rok wydania. Np. [8] P arnas J. K., A c ta  B io l. 
E x p . 11, 292, 1937. Jeżeli cytow any artyku ł m a kilku autorów , należy w  wykazie  

literatury podać nazw iska i początkowe litery imion wszystkich autorów . D la  cyto­
w anych książek (nie czasopism ) należy podać także tytuł książki, w ydaw cę, m ie j­
sce oraz rok w ydan ia . Np. [12] Śniadecki J., O f izy c zn y m  w y ch o w a n iu  d z iec i, T u ­
rowski, S a n ok , 1855. W ykaz używanych skrótów  czasopism podają  Roczniki Chem ii 
26, 497, 1952. P race  k ilkakrotnie cytowane należy podawać jeden raz, a wszystkie  

odsyłacze do tej pracy pow inny mieć ten sam numer. Pow o łan ie  się w  tekście na 

odnośną pozycję cytowanej literatury następuje przez wym ienienie num eru pozycji 
w ykazu w  naw iasie, np. [13].

11. A uto ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a , którą należy zw racać redakcji w  cią­
gu trzech dni. N ieodesłanie przeprowadzonej korekty w  oznaczonym przez re­
dakcję term inie oznacza re z y g n a c ję  a u to ra  z umieszczenia pracy w  bieżącym  nu­
m erze czasopisma. Zaleca się w ykonanie korekty o łówkiem  kolorow ym , b a rw y  

odm iennej od o łów ka korektora, ale nie czerwonym . Koszty spow odow ane zm ianą  
tekstu, poza popraw ą b łędów  drukarskich , ¡ponosi autor.

12. A u to row i przysługu je bezpłatnie 25 egzem plarzy o d b ite k  p ra cy . Żądan ie  

większej ilości odbitek winno być wyrażone na piśmie, jednocześnie ze złoże­
niem pracy  w  redakcji, najpóźniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za 
dodatkowe egzem plarze ponosi autor.

13. R e d a k c ja  n ie  uw aża  się za u p ra w n io n ą  do p rzep row a d za n ia  ja k ic h k o lw ie k  

zm ia n  w  p ra cy  bez zgod y  a u to ra . D la  dokonania zmian uważanych przez redakcję za 

celowe dw a egzem plarze pracy odsyła się autorowi, trzeci pozostaje w  aktach  
redakcji.
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U C H W A L A  W Y D Z IA Ł U  N A U K  B IO LO G IC ZN Y C H  P A N  W  SPR A W IE  OBCHODU  
R O K U  D A R W IN O W SK IE G O  (1959) PODJĘTA N A  PO SIED ZEN IU  PLE N A R N Y M

W  D N IU  11.VI.1957 R.

„W ydzia ł N auk  Biologicznych P A N  po wysłuchan iu  i przedyskutowaniu  referatu  

przewodniczącego Kom isji Ewolucjon izm u P A N  prof. dra K. Petrusewicza o pro jek ­
cie obchodu Roku D arw inow sk iego  podejm uje następującą uchwałę:

I. W ydzia ł N auk  Biologicznych pow ierza Kom isji Ewolucjonizm u P A N , jako  

roboczemu kom itetowi organizacyjnem u, przygotowanie program u obchodu Roku  
Darw inow sk iego  (1959), zorganizowanie poszczególnych imprez zw iązanych z obcho­
dem oraz zobow iązuje K om isję  Ewolucjon izm u P A N  do przedstaw ienia w  terminie 
do 31 grudnia 1957 r.: 1) szczegółowego program u obchodu z uwzględnieniem  metod 

propagandy jubileuszu w śród najszerszych k ręgów  bio logów  i przedstawicieli innych  
specjalności, które by nadaw a ły  uroczystościom  D arw in ow sk im  skalę k ra jow ą, 
2) w n iosków  dotyczących składu i zakresu działania Komitetu Obchodu Roku D a r­
w inow skiego  przy Prezydium  P A N , który obejm ie protektorat nad uroczystościami 
jubileuszowym i.

II. W ydzia ł I I  akceptuje następujący ram ow y  program  obchodu Roku D a rw i­
nowskiego:

1) Jubileuszowe w ydan ie Dzieł w ybranych  D arw ina. W ykonanie tego zadania  
pow ierza się Kolegium  Redakcyjnem u B iblioteki K lasyków  B iologii przy Kom isji 
Ewolucjonizm u P A N  pod przewodnictwem  prof. dra T. W olskiego, które zapocząt­
kow ało  już w  r. 1956 opracowanie polskiego w ydan ia  Dzieł wybranych.

W ydzia ł akceptuje w ydan ie w  serii jub ileuszow ej następujących dzieł: A utob io ­
grafia, W y bó r  listów, O  pow staw aniu  gatunków , O pochodzeniu człowieka, Dobór  

płciowy, W yraz  uczuć u człow ieka i zwierząt, Zm ienność roślin i zw ierząt w  stanie 
kultury, Podróż naturalisty, Sprawozdan ie z przebiegu posiedzenia Linnean Society 

w  1858 r., O krzyżowaniu  i zapylaniu u roślin oraz prosi o poinform owanie wydzia łu  

o ostatecznym projekcie Dzjeł wybranych , jak  również o inform ację bieżącą o po­
stępie prac w  tej dziedzinie.

2) Ogłoszenie konkursu na prace dotyczące rozw oju  myśli ew olucyjnej w  Polsce 

(1957 -  jesień) oraz zorganizowanie w  jesieni 1050 r. sesji P A N  na temat rozwoju  

idei ew olucji w  Polsce. Zakres i w arunk i konkursu pow inien opracować powołany  

przez Kom isję  Ew olucjon izm u P A N  zespół w  składzie prof. prof. Brzęk, Konopka  

M akarew icz, M akow er, Petrusewicz, Raabe, Skarżyński, Suchodolski. Będzie on 

również czuwał nad przebiegiem  prac konkursowych i zorganizu je sesję problem ową  

P A N  w  1959 r., na której oprócz typowego program u jubileuszow ego będą referowane  

ostateczne w ynik i konkursu lub jego przebieg. P rogram  konkursu powinien być 

przedstawiony W ydz ia łow i do dnia 1.IX .1957 r.
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3) Ogłoszenie konkursu na prace badawcze (eksperym entalne lub  terenowe) w  za­
kresie ew olucji św iata organicznego i zorganizowanie w  1959 r. sesji problem ow ej 
P A N  poświęconej tym zagadnieniom .

N a  sesji oprócz re feratów  ogólnych referow ane będą prace uczestników konkursu. 
W ydzia ł akceptuje opracowane przez powołany już przez K om isję  Ewolucjonizm u  
zespół w  składzie prof. prof. G a jew sk i, K aufm an, Kozłow ski, K un ick i-G o ld fin ger, 
M ichajłow , Petrusewicz, Raabe, Stefański, Szafer, Szaferow a, W o lsk i —  zakres, p ro ­
blem atykę i w arunk i konkursu oraz pow ierza wym ienionem u zespołowi czuwanie  
nad przebiegiem  prac konkursowych i zorganizowaniem  sesji p rob lem ow ej P A N  

w  1959 r. Zobow iązu je  się zespół konkursu do opracowania szczegółowego regu la ­
minu i przedstaw ienia go W ydzia łow i do dnia 1.II.195I8 r.

4) W ydan ie  szeregu broszur, książek popularnych na różnych poziomach nauko­
wych, odczytów itp. tak, aby  szeroko spopularyzować w śród  społeczeństwa polskiego  

postać K. D a rw in a  i jego rolę w  nauce.
Zobow iązu je  się K om isję  Ewolucjonizm u do opracow ania i przedstaw ienia w y ­

działow i zamierzeń w  tym zakresie oraz projektu udziału  członków P A N  w  tym  
obchodzie.

5) U dzia ł w  uroczystościach jubileuszowych organizowanych w  innych krajach , 
a głównie w  Anglii. N aw iązan ie  już w  roku 1957 kontaktu z L innean  Society, B ritish  
Muzeum , British Association i innym i organizacjam i i instytucjam i zainteresowa­
nym i obchodem.

6) P ropaganda Roku D a rw in a  poprzez w ydaw n ictw a P A N , tak by  w łączyły  się
do jego obchodu uczelnie wyższe, towarzystwa, p laców ki naukow o-badaw cze itp.

K O N K U R S N A  PR ACE  B A D A W C ZE  
Z ZAK R ESU  EW O LU CJI Ś W IA T A  O R G A N IC ZN E G O

K om isja Ewolucjonizm u P A N  za zgodą W ydzia łu  N au k  B iologicznych P A N  ogłasza  

konkurs na pracę badaw czą z zakresu ewolucji św iata organicznego.
Do konkursu zgłaszane m ogą być prace badawcze oparte o jakąkolw iek  dyscy ­

plinę biologiczną i prowadzone w łaściw ym i je j metodami, w  sposób św iadom y i udo ­
kum entowany w y jaśn ia jące  lub w  istotnym stopniu przyczyniające się do w y ja śn ie ­
nia procesów  ewolucji św iata organicznego.

Zakres problem atyki prac konkursowych obejm uje w ięc badan ia nad jednostka­
mi podlegającym i ewolucji oraz procesami (przebieg, p raw a  i praw id łow ości), czyn­
nikam i (przyczynam i) specjacji i filogenezy.

Konkurs będzie rozstrzygany trzy razy w  latach 1959, 1960 i 1961. Prace odpo­
w iadające w arunkom  konkursu będą referow ane i dyskutowane na sesji p ro b le ­
m owej W ydz ia łu  II, po czym ju ry  konkursu odbędzie posiedzenie roztrzygające w yn ik i

Przedm iotem  ostatecznej oceny ju ry  w  każdym  z trzech term inów  m ogą być ty l­
ko prace zakończone, w ydrukow an e lub  opracowane do druku.

Term in zgłaszania prac na pierwsze (tzn. w  1959 r.) posiedzenie ju ry  u p ływ a  
z dniem 1.VII.1958 r. Do konkursu m ogą być zgłaszane prace podjęte specjalnie na 

konkurs lub rozpoczęte przed ogłoszeniem konkursu, o ile odpow iadają w arunkom  

konkursu (do udziału w  konkursie m ogą być zgłaszane prace w ydrukow an e po ogło­
szeniu konkursu).

W  każdym  z trzech term inów  rozstrzygania konkursu p rzew idu je  się: jedną  
pierwszą nagrodę w  wysokości 10.000 zł, dw ie drugie nagrody po 5.000 zł, trzy  

trzecie nagrody po 3.000 zł.

Regulam in konkursu będzie opracowany i ogłoszony do 1.I I I .1958 r.
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K O N K U R S
N A  P R A C Ę  B A D A W C Z Ą  Z DZIEJÓ W  M Y ŚL I EW O LUCYJNEJ W  POLSCE

N a  rok 1999 przypada jubileusz w ydarzen ia  naukowego, które stało się punktem  
zwrotnym  w  dziejach myśli naukow ej i filozoficznej. Będzie to setna rocznica opu­
b likow an ia  podstaw ow ego  dzieła K aro la  D a rw in a  —  „O pow staw aniu  gatunków “. 
W  tym sam ym  roku przypada 1(50 rocznica urodzin D arw ina. Również w  1059 r. 
m ija  ISO lat od czasu opublikowania „Philosophie Zoologiąue“ , dzieła w ielk iego  
prekursora nowożytnej myśli ew olucy jnej Jana Baptysty Lam arcka.

15 listopada 1909 roku polski przyrodnik  i popularyzator Józef N u sbau m -H ila ro -  
wicz podpisał przedm owę do pierwszego w ydan ia  swego dzieła „Idea ew olucji w  b io ­
logii“, którym  składał hołd pam ięci w ielk ich uczonych w  ich 50 i 100 roczni­
cę. —  „N iech w  tym pam iętnym  roku —  pisze on —  w  którym  cały św iat cyw ilizo­
w an y  te w ie lk ie  święci rocznice, będzie dana i naszemu ogółow i wykształconem u  
sposobność ogarn ięcia m yśli ew olucy jnej w  je j pochodzie dzie jow ym “.

K om isja  Ew olucjon izm u Polskiej A kadem ii N auk  uważa, że jednym  z punktów  

obchodu jubileuszow ego pow inno być podjęcie przez polskich przyrodników  i h i­
storyków  nauki zbiorowego w ysiłku  zm ierzającego do naśw ietlenia dziejów  m yśli 
ew olucy jnej w  Polsce.

K om isja  Ew olucjon izm u P A N  z upow ażnien ia W ydzia łu  N auk  Biologicznych P A N  
ogłasza konkurs na pracę badaw czą dotyczącą rozw oju  m yśli ewolucy jnej w  Polsce.

Zadan iem  konkursu jest zapoczątkowanie prac, które pozwolą pogłębić i rozsze­
rzyć znajom ość historii polskiego ewolucjonizm u i staną się zaczątkiem system a­
tycznych studiów  w  tej dziedzinie.

Do konkursu m ogą być zgłaszane obok oryginalnych opracowań syntetycznych  
czy m onograficznych również różnego typu prace m ateriałowe, a m ianowicie udo­
kum entowane prace naśw ietlające zarówno ew olucy jne nurty rozw o ju  m yśli nau ­
kowej, jak  i zasięg i charakter zainteresowania społeczeństwa polskiego teorią D a r ­
w ina  i je j naukow ym i oraz filozoficznym i konsekwencjam i. M ogą to być analizy  
czasopism przyrodniczych lub treści przyrodniczej czasopism ogólnych, program ów  

szkół średnich, roczników  towarzystw  naukowych, źródłowe opracowania poglądów  
ewolucyjnych polskich uczonych, ośrodków  naukowych, bardziej znamiennych w y ­
padków  z zakresu zmagań koncepcji ew olucy jnej z poglądam i przeciwnym i itp.

K onkurs zostanie rozstrzygnięty w  roku 1959. Przedm iotem  ostatecznej oceny ju ry  
m ogą być tylko prace zakończone (w ydrukow ane lub przygotowane do druku). P race  
odpow iadające w arunkom  konkursu będą referow ane i dyskutowane na Sesji P ro ­
blem owej P A N , po czym ju ry  konkursu podejm ie decyzję w  spraw ie nagród.

Jury konkursu zostanie powołane przez W ydz ia ł N auk  Biologicznych P A N  do  
dnia 1 .V I1.1958 r.

Term in zgłaszania Udziału w  konkursie up ływ a z dniem 1.V.1958 r.
Tokiem  prac przygotowawczych do konkursu kieru je Zespół powołany przez  

W ydzia ł na wniosek Kom isji Ewolucjon izm u (U ch w ałą  podjętą na posiedzeniu p le­
narnym  w  dniu 11.VI.1957 r.). O rgan izacy jną obsługę konkursu będzie w ykonyw ał 
Ośrodek D okum entacji Ewolucjonizm u P A N .

Pragnąc uniknąć nieekonomicznego rozpraszania w y siłków  lub  też dublow an ia  
prac, Zespół zastrzega sobie p raw o  porozum iewania się z uczestnikami konkursu  
w  spraw ie tematu prac.

Do konkursu m ogą być zgłaszane prace podjęte specjalnie na konkurs lu b  roz­
poczęte przed ogłoszeniem konkursu, o ile odpow iadają w arunkom  konkursu (do  
udziału w  konkursie m ogą być zgłaszane prace w ydrukow ane po ogłoszeniu konkursu).
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Przew idu je  się następujące nagrody: jedna pierwsza nagroda —  5 000 zł, dw ie  

drugie nagrody po 3 000 zł, trzy trzecie nagrody po 2 000 zł.

Jury w ypow ie  się również, które prace nadają się do opublikowania. Prace opu­
b likow ane zarówno nagrodzone, jak  i nie nagrodzone, niezależnie od przyznania  

nagrody konkursowej, będą płatne z tytułu honorarium  autorskiego.

W szelką korespondencję w  spraw ie konkursu należy k ierow ać na adres: Ośrodek  

Dokum entacji Ewolucjonizm u P A N , W arszaw a , ul. N o w y  Św iat 72.
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M. BE5KYXOBCKM

HEPBOHAHAJIbHblH IIEPHOÆ HACbHIfEHHH I7IIOKO30H COBAKH, 
HAXOAHIIfEHCH B COCTOHHHH HOKOH, H PA3MEPbI EE TEJIA

P e 3 io  m  e

B 131 o n b iT a x  n p o B e ^ e H H b ix  H a 38 H o p M a jib H b ix  c o G a x a x , H axo A H iip ixcH

B COCTOHHHH nOKOH, HM BBOflHJIH BHyTpH BeHH O rjIK>K03y B TeHCHHe HieCTH  

n a co B  c paBHOM epHOH C K opocTbio  o t  1— 9 i / k i / hclc.

Pa3pa6oTaHa KHHeTMxa npnpocTa KOHpeHTpapHH caxapa b  k p o b h  c m o -  

MeHTa BBe^eHHH rjnoK03bi a o  HCTeneHHH 30 m u h  co  BpeMeHH ee noAann 
no OTHoineHHK) k  A03e, BbObiBaiomen s t o t  npHpocT. B s t o m  OTpe3Ke Bpe­
M eH H  KOHijeHTpau¡HH caxapa b  k p o b h  HenpepbiBHo B03pacTaeT npn KaxtAOH 
BBe^eHHoii ^03e.

3 t o t  n p n p o c T  K O H ijeH TpapH H  OTjinnaeTCH  c jieA y iom H M H  c b o h c t b b m h  :

1) n e p B O H a n a jib H b iH  rrpn pocT  r jn o K 0 3 b i b  k p o b h  (o c b  opAM HaT) yße- 
jiH H H BaercH  jiH H enH o n p o n o p p n o H a jib H o  CKopocTH  n o A a n n  (o c b  a ö c p n c c )  

c a x a p a .

2) 0 T a  npH M an  n p oxo A M T  n e p e 3  H y jie B y io  TOHKy o c h  KOopAMHaT.

3) y r o j i  H aK jioH a n p H M o ii k  o c h  aöcpHcc yM eH biuaeTC H  o^HOBpeM eHHO  

c y c K o p en n eM  y ^a jieH H H  rjn o K 0 3 b i H3 k p o b h .

4) IIp H p o c T  KOJiHHecTBa c a x a p a  b  k p o b h  n p n  OAHHaKOBoii A03e, n p n -  

xoAH LpencH  H a eA H H H py  B eca  T en a , ö y ^ e T  TeM ö o jib m e  (r jn o K 0 3 y  H3 

K poBH  TeM  T p y ^ H e e  y A a jiH T b ), neM  öo jibn iH M H  p a3 M epaM H  T e jía  o S jia ^ a e T  

A aH H biii h h a h b h a . Pa3HHL£bi 3Th  BbipaBHHBaiOTCH, ec jiH  A 03 a  O yAeT  B b l-  

p a x c e n a  n o  OTH om eHH io k  n o B e p x H o c r n  hjth k  B e c y  T e jía  b  CTeneHH 3/4 
JIHÖO 0,73 (,,3aK 0H  nOBepXHOCTH” ).

5) Bce ynoMHHyTbie CBOHCTBa rpynnnpyeT b  OAHy BejiHHHHy nocTOHH- 

iiaH, KOJieöaHHH KOTopoił ajih  o6pa3n;oBOH rpynnbi HCCJieAOBaHHH cocraB- 
JIHIOT ±  8,6%.

6) M excAy y CTaHOB jieH H o ii nocTOHHHOH h  H opM ajibH b iM  BbiAejieH H eM  

rjii0K 03bi noH KäM H  c y ip e c T B y e T  n a p a jiJ ie jib H o c rb  b  TaKOM cM bic jie , h t o  n p n

I
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HM 3K0M  n pM p O C T e  rjIK >K 03bI B K pO BM  ( hiMBKOH nOCTOHHHOM ) r jIIO K 0 3 y p M B  

HBJineTCfl MeHbmen.
IIocTOfiHHaH yKa3bmaeT Ha MHpMBnpyajibHbie pa3HMu,bi b  ypajieHHM 

rjnoK03bi M3 KpoBM, a TaiOKe Ha Bbipaioipneca oTKjroHeHMH b  cjiynae He- 
BnojiHe McnpaBHoro BbipejieHMH rjnoK03bi nonnaMM mjim ee npeTBopeHMH 
(npeo6pa30BaHMH). 3Ta nocTOHHHaa paeT B03M0HCH0CTb npepBnpeTb, b  0 6 - 
ipnx nepTax, Ha ocHOBaHMM KopoTKoro nepBOHanajibHoro nepnopa: xop 
caxapHbix KpMBbix pajibHenmero npopecca HacbiipeHna rjnoK030H, npe- 
TBopaiomyio cnocoÓHOCTb b  pajibHeniiiMX óojiee pojirnx nepnopax >km3hm  

coSaKM, MOMeHT noHBjieHMH onacHbix npM3HaK0B 3HaHMTejibHoro Hacbime- 
HMH rjIK>K030M M T. p. KpOMe Toro, 3Ta nOCTOHHHan paeT B03M05KH0CTb 
cooTBeTCTBeHHoro nopóopa onbiTHbix xcMBOTHbix m no3BOJiaeT onpepejiHTb 
b  pncjipax nepBOHanajibHyio 3aBMCMM0CTb: KOHpeHTpapnH/po3a, p j ih  rjno- 
K03bi y pamioro popa x c m b o t h m x .

J ijiH  M H pM BM poB , n o p B e p r a e M b ix  B b ic o K O M y  H a c b iip e H K ) r jn o K 0 3 0 M , co- 
3 p a H a  K O H T p o jib H a a  CM CTeM a K p n r e p n e B  p jm  c o n o c T a B jie H M H , b  c j i y n a e  

H ajiM HM H p a3 J iM H H b ix  n o c T O H H H b ix , n e p B O H a n a j i b H o r o  n p M p o c T a  r jn o K 0 3 b i  

B KpOBM .

HD. KPABHHHCKH, H. APEBHQBCKA, 3. OJIELUHHCKH, M. PblUAH

HCCJIEAOBAHHH HAA EEJIKOBbIM OBMEHOM M03FA H M03JKEHKA, 
riPH nOMOIHjH THP03HHA MEREHOrO “ C

P e 3 lo m  e

1. MccjiepoBajiocb TeneHne npopecca oÓHOBJieHMH oóipero óejiKa M03ra 
m  M03xceHKa, a Taxxce oóipero óejiKa neneHM, KOTopan cjiyxtnjia b  Kane- 
CTBe KOHTpojibHoro opraHa, nocjie BBepeHMH óe.nbiM MbirnaM TMpo3MHa, 
MeneHHoro 14C no KapóoKCMJiy.

14C TMp03MH BBOPMJICH MHTpanepMTOHeaJIbHO. McCJiepOBajIOCb TaKHte 
TeneHMe npopecca o ó h o b j ic h m h  ó c j i k o b  cbiBopoTKM. OÓHapy>KeHO, h t o  

óbicTpee Bcero nponcxopMT oÓHOBjieHne óejiKOB CbiBopoTKM, MepjieHHee —  
óejiKOB neneHM, a eipe MepjieHHee —  óe.TTKOB M03ra m  M03>KeHKa.

2. EejiKH M03ra, M03>KeHKa m neneHM óburn pa3pejieHbi Ha 4 c^paxpMM, 
KOTopbie oóo3Ha4ajiMCb óyKBaMM A, B, C, D. OpaKpna A  copepxcajia 
óejiKM, pacTBopMMbie b  0,14 M NaCl, (JjpaKpna B - óejiKM, pacTBopMMbie 
b  1 M NaCl, cjjpaKpna C -  óejiKM, pacTBopMMbie b  1 N  NaOH , a cjDpaKpna 
D - óejiKM, HepacTBopMMbie b  1 N NaOH. Hanóojiee óbicrpo o ó h o b j i h i o -  

ipeńcH 4)paKpMeM oxa3ajiacb cJjpaKpMH A, a Hanóojiee MepjieHHO o ó h o b j i h -  

Kupenca —  c£>paKpMH D. Tax xax cJjpaxpMM A, B, C h b j i h io t c h  HyKJie-

II
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OripOTeMßHLIMH KOMnjieKCaMM, MOJKHO CfleJiaTb HeKOTOpbie BblBOßbl O 3Ha- 
H6HMM nocjieAHMx B npopeccax CMHTeaa öejiKOB b HepBHOM KJieTKe.

3. OöcyxcAaerca TaKxœ pojib reMaTO-aHpe^DajiMHecKoro ôapbepa m noą;- 
HepKWBaeTCH ero OTpMijaTejibHoe BJiMHHMe Ha pe3yjibTaTbi MCCJie^osaHMM, 
onpe^,ejiHK)Lu;Mx noßBMxmocTb öejiKOB M03ra npw M H TpanepM TOHeajibH OM  

B B e^eH M H  paflM O aKTM BH O rO  M H ßM KaTO pa.

K. K J IE H K O B C K H

B H O C H H T E 3  U H T P Y J IJ IH H A  B M H 3 T E  P O C T K O B  B O B O B b IX  P A C T E H H H

P  e 3 io m e

OÖHapy>KeH ÖM0CMHTe3 RMTpyjIJlMHa M3 L  ( +  ) OpHMTMHa M KapÔaMMJI- 

c|DoccJ)aTa (C A P ) b MH3re poctkob «^acojiM, MaiicKoro ropoxa, öejioro cjiaą;- 
Koro jiionHHa, CMHero y3KOJiMCTHoro jnonMHa m MaaoBeijKOM com.

OTMenaeTCH Taxxce cnocoÖHocTb k 3H3MMaTMHecK0My KaTajiM3y cmh- 
Te3a u,MTpyjijiMHa M3 opHMTMHa m Kap6aMMJi4x)C(£>aTa (C AP ) b aijeTOHOBom 
nopoiuiKe m3 ceMHH IIIecTMHeflejibHoro ropoxa (cfipaKHMH pH — 5,1— 5,4).

Æjih CMHTe3a RMTpyjiJiMHa, b BbimeynoMHHyTbix ycjiOBMHx onbiTa, He- 
oôxoæmmo npMcyTCTBMe KapöaMMJicjjoccjjaTa.

B. MEnBAYM+KATUEHEJIJlEHBOrEH, B. /JOBPblUIMIJKA. A. KPYJIHMEK

KOJIHHECTBEHHOE OinPE/JEJIEHHE TAHHHHOBbllM METODOM 
BEJIKOBbIX OPAKRHH CblBOPOTKH, PAÖflEJMEMblX 1IPH nOMOUJH 

BYM AHÍ HOPO 3JIEKTPOOOPE3A

P e 3 io m e

ripMMeHHJrCH TypÔM^MMeTpMHeCKMM TaHHMHOBblM MMKpOMeTOß ßJIH K o­

ji MHecTBeHHOTo onpeą;ejieHMH öejiKOBbix cfDpaKijMM cbiBopoTKM KpoB-M, pa3- 
ÆejmeMbix npM noMom¡M SyMaxmoro 3JieKTpoc|)ope3a.

OÔHapyxceHO, hto OTßejibHbie ôejiKOBbie c|>paKu;MM KOJiMHecTBeHHO 

3JiK)MpyioTCH m3 6yMaxcHbix nojioc 0,1 N  NaO H  m motvt ôbiTb oripe,n;e- 
jieHbi TaHHMHOBblM MeTo^OM b KOHpeHTpaijMHx, He npeBbimaïoLUMX 

100 p e  öejiKa Ha 1 m a  ajnoaTa.

I l l
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I I o j iy H e H b i  B O c n p o M 3 B o ą ;K M b ie  p e 3 y j ib T a T b i  c  t o h h o c t b i o ,  H e  n p e B b i m a -  

jO Lpe ii 3 K c n e p n M e H T a j ib H o i i  o h iw ô k m  T a K  f l j i x  H o p M a jib H b ix ,  K a n  m  æ jih  

n a T O J io rw H e c K n x  c b iB o p o T O K .

T a H H H H O B b lH  MeTOfli, B OTJIMHMe OT n p H M eH H C M b lX  A<> CMX n o p  M e T O -  

AO B , n o3B O JiH eT  o n p e ą ,e j iH T b  a ö c o ji iO T H o e  KOJiwHecTBO  ö e j i x a  b  / ja H H b ix  

cJ)paKL£MHx ( a  H e  O T H O C M T e jibH oe  n p o p e H T H o e  m x c o ^ e p x i a H H e )  b  0 ,01  m a  

C b iB o p o T K M  K poB M . M o t o a  o n e H b  n p o c T  m n p u r o A e H  a-hh c e p H M H b ix  o n p e -  

AejieHHÍi.

A. KOH, H. M. 3rJIHHHHCKH, B. BHH 

BJIHHHHE 3PHTPOIJHTOB HA ßblXAHHE HEJIOBEMECKHX JIEHKOIfHTOB

P  e 3 io m  e

IIpM  noMOiipi MeTOAa ,,KapTe3MaHCKMx B0A0Jia30ß” nccjieAOBajiocb a l i -  

xaH w e M30JiMpoBaHHbix HejioBenecKMx JieMKopiiTOB b  npncyTCTBMM p a3 -  

JIMHHblX KOHAeHTpaUiHii SpMTpOIJHTOB. OÖHapyXCeHO, HTO riOTpeÖJieHMe 

KHCJIOpOAa ÖeJIbIMH KpOBHHbIMM TejIbpaMM B03paCTaeT npw AOÖaBJieHMM 

3pMTp0LI|HT0B K KJieTOHHOM CyCneH3HM. IIOKa3aHO, HTO nOJIOJKMTejIbHOe 

BJIMHHMe apMTpOAMTOB Ha AtlXaHMe JieflKOLÜMTOB XapaKTepW3yeTCH He3Ha- 

HMTejibHbiM HanajibHbiM  yBejm neHMeM MHreHCMBHOCTw noTpeôJieHMH k m c -  

JlOpOAa H n03AHeMIHMM 3HaHHTeJIbHbIM npOA-neHHeM AfcIXaHMH. riOBMAH- 

MOMy, cym ecTByeT onTHMajibHan KOHpeHTpapiiH apMTpouHTOB, n p n  k o t o -  

pOH AtIXaHMe JieMKOUjMTOB HawÔOJiee MHTeHCHBHO. OÖCyJKAaiOTCH ÖHOXM- 

MMHecKne m ÔHOJiorMHecKne b o 3m o ik h o c t m  MHTepnperauiMM orm caHHoro  

HBJieHHH.

3. LÜAOPAH, r. rOMAHCKA-UIAOPAHOBA, H. OJIEKCbl

PA3MEIH.EHHE OEPMEHTOB H3 rPYiIHIbl 3CTEPA3 B BEJIKOBblX 
OPAKRHflX nAHKPEATHHECKOrO COKA COBAKH

P  e 3 io m  e

ABTopbi MCCJieAOBajiM coAepxtaHne jiMna3bi, ajiM-3CTepa3bi, x o j im h -  

3CTepa3bi, xojiecTepMHOBoii 3CTepa3bi h mejioHHow 4>occ]3aTa3bi b  otacjib- 
H b ix  ôejiKOBbix c£>paKu;jiHx naHKpeaTHHecKoro coxa coöaKM. JXj i h  pa3Ae- 
jieHMH ôejiKOBbix cJipaKAMM npwMeHHjicH 3JieKTpo4>ope3 b  arapoBOM cpeAe,

IV
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coAepxcaiqeM b  xanecTBe a^copßeHTa hyflo super-cel. IIpn  npMMeHeHWM 

TaKOH MeTo^MKM, SejiOK naHKpeaTMHecKoro coxa pa3/i;ejiaeTCH Ha 6ojib- 

mee h h c jio  c^paKijMii, neM npii KjiaccMHecKOM 6yMa>KHOM sjieKTpo+opeae. 

OÔHapyxœHo, h t o  öejiKOBaa cf>paKpMH, pa3JiaraiomaH scTepbi hm3ih h x  

>KMpHbix KMCJiOT, pa3JiaraeT Taxxce acTepbi xojiecTepMHa v t apeTMJixojiMH. 

í+epMeHT, HaXOAHLU¡MMCH B 3T0M C^paRRHM OTJIMHaeTCH OT Jinna3bi, Haxo- 

^HipeiicH b  coBepuieHHo HHoił öejiKOBoii 4)paKu;MM. CnepMt+MHecKaH xo - 

jiMH3CTepa3a raxxce OT^ejineTCH sjieKTpo+opeTjiHecKM o t  Jinna3bi m ajiM- 

3CTepa3bi, t o  xce o th o c m tc h  m k mejiOHHOM 4)occ]DaTa3e.
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