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Voi. V 1958 No 2

M. WIERZUCHOWSKI *)

ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA
SPOCZYWAJACEGO PSA A ROZMIARY JEGO CIAEA

W pierwszych kilkudziesieciu minutach jednostajnego dowozu glikozy
przez zyle, ku-sercowo, stezenie tego cukru we krwi wzmaga sie szczegél-
nie gwaltownie, dopdoki nie rozwing sie w pelni sily, ktére doprowadzaja
do usuwania go ze krwi. W obecnych badaniach za tego rodzaju zapoczat-
kowujacy okres dowozu glikozy uznano jego pierwsze 30 minut,

Mogloby sie zdawaé, ze odcinek ten ze wzgledu na swa burzliwg dy-
namike i brak ustalenia si¢ ktérejkolwiek z drég usuwania glikozy nie
bedzie sie nadawal do ujecia iloéciowego.“ Jednak z wielu powodéw na-
lezalo sprawdzi¢, jaka lgcznosé istnieje miedzy nim a dalszym przebiegiem
zjawisk podczas jednostajnego wysycania glikozg [27—34].

Zastosowano najprostszy sposéb badania, a mianowicie oznaczano przy-
rost stezenia glikozy w tym samym zbiorniku, do ktérego bezposrednio ja
wprowadzano, to jest we krwi. Jako szczegblnego narzedzia pracy, ktére
mialo ulatwi¢ rozbiér zjawisk, uzyto rozlegltego widma predkosci dopty-
wu czasteczek glikozy.

Okazalo sie, ze stosunek miedzy chyzosécia dowozu podloza a wywola-
nym przez nie stezeniem jego we krwi posiada znaczng prawidlowoéé¢ w za-
stosowanych warunkach badania i nastrecza wytyczne dla przewidywa-
nia losu glikozy podczas dalszych okreséw jej dowozu. W ten sposéb za-
poczatkowujacy okres dowozu nabiera znaczenia w rozpatrywaniu cato-
ksztaltu zachowania sie weglowodanéw w ustroju.

POSTEPOWANIE DOSWIADCZALNE

Przygotowanie zwierzat (pséw 9 ) [29], sposéb wprowadzania rozczynu
glikozy i nastawianie systematyczne jego stezenia w ten sposéb, by nie
doszlo do odwodnienia [31], oraz przyrzady, uzywane do jednostajnych

*) Adres prywatny autora: L6dz, ul. Narutowicza 54 m. 3.

[93]
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94 M. WIERZUCHOWSKI 121

wlewan, opisano juz poprzednio [31, 33]. Cukier we krwi okreslano metoda
zelazicyjankowa [35], cukier w moczu polarymetrycznie z czestg kontrolg
przy pomocy metody redukcyjnej Bertranda.

W obecnym doniesieniu wnioski sa oparte na pomlarach cukru we krwi
szczegdlnie w dwoch punktach: tuz przed dowozem glikozy oraz dokladnie,
albo prawie dokladnie, w polowie pierwszej godziny jej dowozu. Istnieje
konieczno$é bardzo Scistego przestrzegania czasu tego drugiego oznacze-
nia, gdyz w pierwszej polgodzinie dowozu predkos$¢ zwigkszania sie steze-
nia glikozy we krwi na minute ciagle si¢ zmienia. Juz niekiedy pobranie
krwi w 27 minucie, a nawet w 29 minucie podwyzszalo zmiane minuto-
wa stezenia glikozy we krwi, podczas gdy pobranie jej w pare minut po
30 minucie dowozu obnizalo ja, szczegblnie przy predkosciach dowozu
nizszych, niz 5—6 g na kg/godz. W paru przypadkach uratowano wynik
przy pomocy interpolacji, ktéra wymaga jednak doswiadczenia.

Zrédlem nieregularnosci w krzywej cukru we krwi mogly sie staé
chwile, w ktérych dopelniano rozczynem cukru naczynia pomiarowe przy-
rzadu wlewajacego. Pobieranie prébek krwi powinno by¢ od takich chwil
oddalone.

Wyniki byly tym regularniejsze, im bardziej troskliwa, bezustanna
i bezposrednia byla opieka badajacego nad danym zwierzeciem, im bar-
dziej dbano, by zwierze spozylo caly wyznaczony posilek o okresSlonej
porze i im bardziej state byly warunki, w ktoérych je trzymano.

Przewaznie nie zbierano oddzielnie moczu dla pierwszej pélgodziny
dowozu glikozy, lecz tylko dla calej pierwszej godziny. Niemniej uznano
za pozyteczne podanie lgcznej godzinnej wartosci cukromoczu, cho¢ jest
ona wyzsza, niz dla samej pierwszej poélgodziny. Daje jednak pojecie
o czynnosci nerki w tym okresie doswiadczalnym.

Powierzchnie ciala psa (P w m?®) i wskaznik stanu odzywienia (WO)
ohliczano wedlug wzoru Cowgill’a i Drabkina [5b]. We wzorze W oznacza
wage ciala w gramach, D — dlugosé ciala w cm. Pomiar dlugosci ciala
wyvkonywano na zwierzeciu wyprostowanym, lezagcym na boku, przy po-
mocy suwmiarki odpowiedniej wielkosci. Oznaczano linijng odleglo$é mie-
dzy koncem nosa a brzegiem otworu odbytowego. Wynik pomnozony przez
10~* dawal powierzchnie ciala w m?:

P=|6,67-W%7. 034 310742
] W
D

Wskaznik stopnia odzywienia jest oparty na zasadzie ,pelidisi“ Pir-
quet’a, jako stosunek wagi ciala w gramach do dtugosci ciala jakby w po-
lozeniu siedzacym zwierzecia:
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3] ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 95

Sials.
wo=VW,
D

Wedlug przytoczonych autoréw optimwm wskaznika dla psa wynosi od
0.28—0,31. Ponizej tego pasa warto$ci zwierzeta mialy w przyblizeniu
wage nizszg, nizby to odpowiadalo optimum dia danej dlugosci nosowo-
odbytowej, a wiec byly wychudzone, zas powyzej tego pasma wskaznika
posiadaly wage zbyt wysoks, a wiec byly otyle. Przy wytyczeniu optimum
sad autorow byl oparty tylko na wzrokowej ocenie zasobu tkanki ttuszezo-
wej, a nie na sprawdzianach bardziej $cislych. Nie mozna wiec tego opti-
mum przyja¢, jako miary Scistej, lecz tylko jako wartosé przyblizona,
orientacyjna.

Osobniki badane byly wszystkie dojrzalymi mieszancami (). Nie od-
znaczaly sie somatotypows przewaga jakiegos typu budowy ciala. Byly
klinicznie prawidlowe. Trzymano je przez szereg miesiecy przed doswiad-
czeniem w klatkach metabolicznych, bez sposobnosci do wiekszych wysit-
kéw fizycznych. Nie wykazywaly nagromadzen plynu zewngtrzkomérko-
wego (obrzekéw). W tych warunkach, z pewng ostroznoscig, mozna przypi-
sa¢ wybitniejsze obnizenie sie wskaznika odzywienia mniejszej zawarto-
$ci tkanki tluszczowej, a wybitniejszy jego przyrost ponad gérng granice
optimum nagromadzeniu sie tejze tkanki [14]. .

Dawkowanie glikozy powinnoby sie odbywaé na jednostke tkanki, bio-
racej udzial w przetwarzaniu glikozy. Substancje, odkladane zewnatrz
lub wewnatrz komoérek, nie powinny by by¢ brane w rachube przy doklad-
nym dawkowaniu glikozy, ktére bierze pod uwage tylko jej przetwarza-
nie. Do tych cial naleza: tkanka kostna zewnatrzkomérkowa, tluszez, wo-
da i glikogen. Z tych cial przede wszystkim wchodzi w rachube tluszcz.

Skoro jednak nie mozna bylo stosowaé dawkowania na jednostke tkan-
ki przetwarzajacej, nalezalo z tego wybrnaé ugodowo przez dawkowanie
na jednostke ustroju o pewnej przecietnej zawartosci cial odktadanych,
mieszczacej sie w ramach przecietnosci somatotypowej, w ramach opti-
mum stanu odzywienia, w obrebie wplywu takiej samej diety. Dlatego
przy wszystkich prawie wartosciach podano wskaznik odzywienia, ktory
pomoze oceni¢ kazdg warto$¢ z osobna, oprécz tego réwniez wage, po-
wierzchnie i temperature ciala, zmierzong w odbytnicy. Jezeli w wykre-
sach brak jakiej$ danej, oznacza to, ze nie wykonano jej pomiaru.

STOSOWANE DIETY

Dieta mieszana nr 1 zawierala na kg wagi ciala na dobe 10,9 g skrobi,
4,2 g tluszczu, 3,2 g biatka, lacznie 96,5 kcal. W diecie tej 46,3%
ciepla bylo pokryte przez weglowodany, 40,0% przez tluszcze, a reszta

http://rcin.org.pl



96 M. WIERZUCHOWSKI 4]

przez biatko. Tluszcz zaspokajal wiec do$¢ znaczna cze$é potrzeb kalo-
rycznych. U szeregu zwierzat, ktére otrzymywaly te diete, oznaczano
podstawowa spoczynkowa wytworczo$é cieplng. Dieta pokrywata pod-
stawowy wydatek cieplny w 232%, czyli 132%0 ponad poziom podstawo-
wy. Dla zwierzat mato ruchliwych mogla by¢ nieco przekarmiajacg. Po-
dawano ja w caloéci, w dawce jednorazowej, o stalej godzinie. Zwierzeta
spozywaly ja same. Zawierala nieco mniej, niz 1 g soli kuchennej na kg
wagi ciala na dobe, czyli wiecej, niz sie podaje w zwyczajnych, znajduja-
cych sie¢ w handlu pokarmach dla pséw. W przyszlosci zastosuje sie¢ w tej
diecie mniejsza dawke NaCl. Sklad diety: kaszy jeczmiennej 150 g, march-
wi 100 g, pietruszki 50 g, migsa konskiego 100 g, smalcu wieprzowego 40 g,
soli kuchennej .10 g, wysuszonych kosci 30 g, na 10 kg wagi ciala na dobe.
Pokarm gotowano krétko.

Diete mieszang nr 2 podawano przez zglebnik zoladkowy jednemu tylko
zwierzeciu, Andro. Posiadala ona te zalete, ze chwila jej catkowitego po-
dania byla dokladnie stale ta sama i caly posilek w ciggu niewielu minut
dostawat sie do zoladka. Znajdowalo sie w niej na kg wagi ciala na dobe:
9,7 g skrobi, 2,1 g tluszczu, 1,5 g biatka, lacznie 65,7 kcal. W pokryciu ka-
lorycznych potrzeb weglowodany stanowily 60,4%, tluszcze 30,1%, reszte
za$ bialko. Podstawowa spoczynkowa wytwérczoéé cieplna tego osobnika,
oznaczona pomiarami wymiany gazowej, byla zaspokajana przez te diete
w 161%, czyli zawierala ona 61%0 nadwyzki ponad potrzeby podstawowe.
Nie dodawano do niej NaCl. Dodawano po 2,3 g kosci suszonych na kg
wagi ciala. Przy prawie tej samej zawartosci weglowodanéw, co dieta
nr 1, zawierala ona tylko polowe zawartosci tluszczéw i bialek diety nr 1.
Przyjeto, ze obie diety byly wchianiane w jelicie catkowicie. Sklad: kaszy
jeczmiennej 250 g, serca wolowego 50 g, smalcu wieprzowego 30 g, na
zwierze o przecietnej wadze 17,4 kg. Pokarm rozgotowany byl w stanie
péiptynnym.

ZASTOSOWANE SYMBOLE ORAZ OBLICZENIA

Przez C oznaczano stezenie cukru, przez C,— stezenie jego we krwi
pelnej, wyrazone w mg/100 ml krwi. Naczynie, z ktérego pobrano krew,
oznaczano poczatkowymi literami lacinskiej nazwy danego naczynia,
umieszczonymi po k u dotu litery C, a wiec C,",j oznacza stezenie cukru
we krwi V. jugularis ext. Czas pobrania probki krwi zaznaczono u géry C
po prawej stronie. Tam réwniez umieszczano odcinek czasu, w ciggu kt6-
rego mierzono zmiane stezenia cukru we krwi. Greckg literg 4 okreslano
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5] E ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 97

réznice miedzy jednym a drugim poziomem cukru we krwi w badanym
odcinku czasu. W ten sposéb najczesciej uzywany symbol AC) * jest
zmiang stezenia cukru we krwi zyly jarzmowej zewnetrznej pomiedzy
punktem zero do$wiadczenia, czyli jego poczatkiem, a koncem 30 minuty
jego trwania, polaczonego z jednostajnym dowozem glikozy.

Jak poprzednio [29] obliczano predkos¢ przetwarzania glikozy wedlug
wzoru:
I—=FE— W€ i C,m).

V,= P

V, jest predkoscia przetwarzania glikozy w g/godz. na m*® powierzchni
ciala (P), I oznacza ilos¢ glikozy dostarczanej dozylnie w g/godz. na cale
zwierze, E — wydalanie glikozy z moczem w danym odcinku doswiadcze-
nia w g/godz. na cale zwierze, C,, jest stezeniem cukru we krwi w mg/100
ml na poczatku danej godziny doptywu glikozy, zas C, ,, , — na koncu roz-
patrywanej godziny.

Stale dla réwnan obliczano metodg najmniejszych kwadratéw [17].
Stalg b, dla réwnania prostej, przechodzgcej przez skrzyzowanie osi
wspotrzednych osiggano z wzoru:

2 [(acs;2/0- (V)]
I(V)?

bp=

Podobnie obliczano state by, byss i bom.
Stale a i b, dla réwnania prostej, nie przechodzacej przez skrzyzo-
wanie wspélirzednych, otrzymywano z dwéch wzoréw:

2(4C;¥/t)=a-n+bp- IV,

koj

2 [(4AC%2t) - (V)] =a- ZV,+by- I (V).

k'z'/

Znak V, wyraza predko$¢é dowozu glikozy na m*godz., ACH ™'/t —
zmiane stezenia cukru we krwi (glikozy) na minute w mg/100 ml, za$
symbol n okresla liczbe wykonanych doswiadczen.

Dla oceny rozsiewu poszczegblnych oznaczen uzyto zwyczajnych spo-
sobéw statystycznych [23], a mianowicie odchylenia wzorcowego

/3 (x—x)? . A
o= ]/ fnx_ lx) , oraz wspélczynnika zmienno$ci = 10(1 a, x ozna-

X

cza poszczegblne oznaczenie, za§ x — $rednig oznaczefi.
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98 M. WIERZUCHOWSKI (6]

WYNIKI

1. Poczatkowy przyrost minutowy cukru we krwi u pierwszej grupy psow
prawidlowych

Przyktad obliczen

Przyklad obliczenia poczatkowej zmiany minutowej stezenia cukru
we krwi na psie Ordo. podano w tablicy 1. Stezenie cukru we krwi V. ju-
gularis ext. tuz przed dowozem glikozy (Q’vj) odejmowano od stezenia
cukru we krwi w polowie pierwszej godziny dowozu glikozy z rozmaitymi
predkosciami (C}) i dzielono przez liczbe minut (t), ktéra uptyneta od
chwili rozpoczecia jednostajnego dowozu. W ten sposéb otrzymywano
roznice w poziomach cukru we krwi, przypadajaca na jedng minute do-
wozu pomiedzy chwila jego rozpoczecia a jego 30 minuta:

(€ —CY ) t=4CY%/t.

kvj kvj «J)

Zasadniczo warto$é .IC‘,:;;"*", t nazwano ,,zmiana’’ minutows, a nie ,,przy-
rostem” minutowym, gdyz tylko w pierwszych 30 minutach dowozu gli-
kozy wartos¢ ta jest zawsze dodatnia, a wiec jest przyrostem. Natomiast
w dalszych okresach dowozu moze sie¢ ona sta¢ ujemna i wtedy jest ,,ubyt-
kiem” (por. rys. 6). Nazwa musi wiec zawieraé jedng i druga mozli-
wos$¢. Przyjeto, ze réznica miedzy stezeniem wstepnym cukru we krwi,
a stezeniem jego w polowie pierwszej godziny dowozu, praktycznie bio-
rac, oznacza przyrost stezenia czystej glikozy we krwi, co jest tylko tym-
czasowym zalozeniem. W obecnych badaniach rozwazano niemal wylgcz-
nie tylko 30-minutowy odcinek poczatkowego okresu dowozu, dlatego
prawie rownie dobrze mozna bylo przyja¢, jako warto$¢ miarodajna, pol-
godzinny przyrost glikozy we krwi w tym okresie, co tez zaznaczono na
rysunkach po ich prawej stronie.

Dane w tablicy 1 odznaczajg sie tym, ze badane zwierze nie tylko
znajdowalo sie w pasie optimum wskaznika odzywienia, ale jeszcze w do-
datku niemal dokladnie w polowie tego pasma (przecietny wskaznik
odzywienia 0,298). Stosownie do oméwionego uprzednio punktu widzenia
zwierze to posiadalo wiec przecietne stezenie tkanki czynnej przetwérczo
oraz przecietne stezenie cial odkladanych, prawdopodobnie nieczynnych
bezposrednio przetworczo. Z tego wzgledu dawkowanie glikozy moglo by¢
uznane umownie za poprawne, a wyniki za wzorcowe.

W miare wzrostu dowozu glikozy na jednostke powierzchni, czy tez
wagi ciala wzmagaja sie poczatkowe zmiany minutowe stezenia glikozy
we krwi. Gdy je wykresli¢ w ukladzie dwoch prostokatnych wspélrzed-
nych na osi rzednych w stosunku do predkosci dowozu, V;, wyznaczonej
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Tablica 1

Przyklad obliczenia statych dla doswiadczen na osobniku Ordo. (@). Diugosé ciata 72,56 cm. Podstawowa wytworczosé ciepla w okresie pobierania krwi wstepnej (C‘,’wj) 33,92 kcal na m®/godz,
2 wahaniem odsetkowym + 4,72%. Podstawowy catkowity iloraz oddechowy 0,721, pozabialkowy iloraz oddechowy 0,707. Tluszcz za$ pokrywal 87°y podstawowej ‘wytworczosci cieplnej, resz-

te zas biatko. Wlewanie glikozy rozpoczynano w 24 godziny po ostatnim dobowym positku. Dieta nr 1

Kolej- w 3| ‘ Tempe- v? ogw:?: §<l)lcll{z° an Cukier we krwi — Poczatkowa zmiana D .
nosé ciZlg: szleclif;:-f Ws‘kail_ﬁk ‘ ratura I I I 0’ ‘ cso' AV mi‘nutowa Stei‘en.a bw, } ! s : °p . gjl;:‘?vzsazawg::g:ii:
doéwi?d_ odzyyvne- 1 w od- = ot B Chroj ‘ kvj kvj gllk;)zcyo '\_;.vs%'/l;xwx, 4 Co';;si)_ I Acg'&so' AC,,'{.jTao
czen nia | bytnicy } mg na | mg na koj | a7y 1 I I
kg m? : kg |kg34 | m? | 100 ml | 100 ml | mg/100 ml | mg/100 ml na min twl | v t e g na m*godz
|
T 10,44 0,496 0,297 38,5 1 1,80 4 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 59 2,95 1,65 0,143 1,4
9 10,33 0,494 0,296 38,7 3 5,38 | 62,7 92,4 1 388,0 295,6 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 7,24 | 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
w 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 1448 | 1714 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
Srednia 10,51 0,498 | 0,298 ‘ 38,6 97,6 3,270 i 1,818 0,1551
By s S e 0205 | 0,162 0,0138
i Wspotezynnik zmiennos$eci, % . 9,05 [ 8,88 8,91
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7N ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 99

na osi odcietych, lezag one w przyblizeniu na linii prostej, co widaé¢ z rys. 1
(prosta dla psa Ordo.), wedlug réwnania y = bx, ktére w tym przypadku
przybiera posta¢:
iions I
= 'Icgzrj.o'tsz' Pt

W réwnaniu tym b, jest stalg, wystepujaca wtedy, gdy dawke gli-
kozy wyraza sie¢ w gramach na m® powierzchni ciatla na godzine. Poniewaz
I

5 V,, wiec réwnanie to przybiera ksztatlt:

;IC‘,",'!,‘I"'""t =b,-V,.

Prosta ta zdaje sie przechodzi¢ przez punkt zerowy ukladu. Stalg b,
dla kazdego poszczegbélnego oznaczenia obliczono, dzielac parametr na osi
rzednych przez parametr na osi odcietych:

ACL=
bp= ——t»-_k%;»i—— =tga.

Stata b, stanowi wiec wartos¢ kierunkowa, ktéra oznacza nachylenie
prostej w stosunku do osi odcietych, a zatem charakteryzuje dynamike
zmiany stezenia glikozy we krwi w poczatkowym okresie wlewania
(Tabl. 1). Warto$¢ ta waha sie u danego osobnika miedzy 0,133 a 0,185.
Nie wykazuje szczegélnych odchylen w rozmaitych czesciach swego prze-
biegu. Jej przecietna réwna sie 0,1551. Stala b, oznacza o ile mg/100 ml
krwi zylnej powigksza sie przecietnie stezenie glikozy we krwi na mi-
nute, gdy sie wprowadza dozylnie jednostajnie 1 g glikozy na m*® po-
wierzchni ciatla na godzine, czyli 16,7 mg na m®> na minute. Dawka gli-
kozy wahata sie od 21,1 do 193,0 g na m® na godzine.

Sposéb ten ze wzgledu na swe zalety, ktére zostang oméwione w roz-
dziale 4. (,Stata b, z rozmaitych punktéw widzenia”) oraz w ,,Oméwie-
niu” wlasciwym, zostal zastosowany w przewazajacej czeSci obecnego
sprawozdania.

Ale tu i 6wdzie wyltoni sie konieczno$¢ wprowadzenia takze innego
rodzaju statych b, obliczonych dla inaczej wyrazonej dawki glikozy. Gdy
dawke glikozy poda¢ na wage ciala podniesiong do potegi */4, czyli 0,75,
wtedy ilo$¢ glikozy, wprowadzona na jednostke tak zmniejszonej wagi

ciala, wynosi VV%‘; stala b bedzie wiec odmienna i posiada dla tego spo-
sobu symbol b 34 :

AC ' /t=1b

I
w4 e
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100 M. WIERZUCHOWSKI 8]

Z tego stala:

zostala podana dla przykladu w tablicy 1 dla dawek od 1,80 do
16,30 g na kg®* na godzine. Dla badanego osobnika stala ta waha sie po-
miedzy 1,57 a 2,16 mg/100 ml na minute, czyli o tyle przyrasta na mi-
nute stezenie glikozy w 100 ml krwi, gdy sie wprowadza 1 g glikozy na
kg®* wagi ciala na godzine. Srednia stalej wynosi 1,818.

Nieco lepsze wyniki uzyskano, gdy dawke glikozy wyrazono na wage
ciala, podniesiong do potegi 0,73. Tak uzyskana stala miala symbol
b 013. Czwarty sposéb okresla dowoéz glikozy w gramach wprost, na kg

A 2 S :
wagi ciala na godzine, a wiec W Stata ma znak b, a wzor na stalg ma

postaé:
ACY
by, = kY
pee
w

Wedlug tablicy 1 waha sie ona dla dawek od 1 do 9 g na kg/godz od
2,49 do 3,87 mg/100 ml na minute, gdy sie dowozi 1 g glikozy na kg
wagi ciala na godzine. Jej wartos¢ przecietna: 3,270.

Podany w tablicy 1 wspolczynnik zmiennosci dla trzech stalych waha
sie¢ w podobny spos6b, pomiedzy 8,88—9,05%. Poniewaz waga ciala nie
wykazuje wybitniejszych odchylen, lecz utrzymuje sie na stalym pozio-
mie, nie wida¢ przewagi zadnego z trzech sposobéw obliczen. Zalety
stalej b, wystapia po wprowadzeniu osobnikéw o rozmaitej wadze ciata.

By¢ moze byloby lepiej zastosowaé w mianowniku powyzszych wzo-
row dawki glikozy na minute, a nie na godzine, gdyz zmiana stezenia
glikozy we krwi zostaje podana na minute. Nie zmieniloby to wzajem-
nego stosunku statych i ich znaczenia, zwigkszyloby tylko 60-krotnie bez-
wzgledng wartos$¢ statych. Poniewaz jednak w obecnych badaniach po-
dawano zawsze dawke na godzine, wiec w tej tez postaci wniesiono jg
we wzory. Na rys. 1 wyznaczono obok danych osobnika z tablicy 1 takze
jeszcze wartosci dla trzech innych osobnikéw.

Cztery psy

W rys. 1 nalezy zwréci¢ uwage na to, ze u trzech z czterech badanych
osobnikéw, a mianowicie u Ordo., Mess. i Andro. waga, powierzchnia,

http://rcin.org.pl



Predkos¢ dowozu glikozy, g na m}/goaz.
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Rys. 1. Cztery psy (?) prawidiowe, spoczywajgce w warunkach wzorcowych, nie-
uspione. Trzy osobniki po diecie nr 1 (Ordo., Mess., Zul.), jeden po diecie nr 2
(Andro.). Jednostajny dowoéz glikozy przez zyle. Poczgtkowa zmiana minutowa ste-
zenia glikozy we krwi we V. jugularis ext. w ciggu pierwszej polgodziny dowozu. Gli-
koza w moczu z calej pierwszej godziny dowozu. 52 doswiadczenia. Jezeli na te
samg predko$¢ dowozu przypada szereg doswiadczen, dodawano cyfry od 1 wzwyz
dla utozsamienia danego do$wiadczenia poprzez wszystkie poziomy wykresu.
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191 ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 101

wskaznik odzywienia i temperatura ciala w przebiegu badan zachowy-
waly sie jednostajnie. Natomiast czwarty osobnik, Zul., wykazuje miedzy
dowozem 60 a 160 g na m?*/ godz nizsza wage ciala, a wraz z tym nizszy
wskaznik odzywienia, niz dolna granica optimum, a mianowicie ponizej
0,28. Rowniez jego temperatura ciala jest na tym obszarze dowozu czesto
wyzsza, niz u trzech innych osobnikéw. Zwierze to bylo wrazliwsze, niz
trzy inne osobniki, ale zadnych odchylen klinicznych poza tymi nie wy-
kazywalo. Te skazy wyodrebniaja jednak to zwierze od innych.

Przeprowadzenie calkowitego szeregu badan, poprzez wszystkie pred-
kosci dowozu glikozy, wymagalo na kazdym osobniku do 2 lat, czyli od-
powiadalo w przyblizeniu 1/5 przecietnego wieku psa.

Stala b, miala u tych 4 osobnikéw nastepujaca warto$é przecietng
i rozsiew punktéw; dla poréwnania z nig podano réwniez przecietne stale
bypse i by:

IPrzeuet ! Odchyle Wspé?- Przeciet-| Przecigt-
Pies ! Liczba | na stata | Mini- Max1 Inie wzor-| ¢ZYPRIK | na stala | na stata
punktow| b mum come zmien- b b
. P ’ | nosci, % w34 L4
| P =
Andro. | 13 0,1466 0,131 0,162 | 0,0101 1 6,89 1,825 3,702
Ordo. 16 0,1551 0,133 0,185 | 0,0138 8,91 1,818 3,270
Mess. i 11 0,1658 0,142 0,181 | 0,0131 7,89 1,992 3,437
Zul. | 12 | 02056 0177 0244 00228 | 1108 | 2263 | 3,859
; 0,1692 ] :

W powyizszej tablicy szczegélnie godne uwagi jest to, ze stata bp jest
najnizsza u Andro. (0,1466) a najwyzsza u Zul. (0,2056). Mniej wiecej po-
dobnie przedstawia sie stala bys/s u tych obu osobnikéw, niska u Andro.,
wysoka u Zul. Natomiast w stalej by juz nie mozna odczytaé tego biegu-
nowo przeciwnego zachowania sie stalej, gdyz Zul. i Andro. wykazuja
dwie najwyzsze wartosci (3,859, 3,702). Szczeg6l ten zostanie naswietlony
w dalszych cze$ciach niniejszego rozdziatu.

Tak uzyskang stalag bp sprawdzono metoda najmniejszych kwadratéw,
juz to wedlug réwnania, w ktérym prosta biegnie przez skrzyzowanie osi
wspoirzednych, juz to wedlug innego, w ktérym prosta jest oddalona od
skrzyzowania osi o stala a na osi rzednych:

Umyslnie podano w stalych b, i b, dowdz glikozy na minute, a nie
na godzine (1 g na m*/godz= 16,7 mg na m?*min), by uwidoczni¢, jaka
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|

- Prosta przechodzi przez punkt ze- 1‘ Prosta nie biegnie przez punkt ze-

| rowy osi wspoirzednych wedlug rowy osi wspéirzednych, wedtug
wzoru: réwnania:
. | '—80' 3 | 30" ’ x
Pies AC(,:W t= bp - i Adz:,j t=a+ b/) - i
stata bp stata a | stata b;,
mg na 100 ml/min na 16.7 mg gli-x mg/100 ml | mg na 100 ml/min na
kozy na m*/min | na min 16,7 mg glikozy na
l ' m?/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 i 026 | 0,2056
P"z“ie"i 0,1693 aar. 0,1683

na

czes¢ dowozonego podloza gromadzi sie przeciegtnie w 100 ml krwi.
Z grubsza 1/100 minutowego dowozu gromadzi sie w 100 ml krwi na mi-
nute. Gdy wyznaczy¢ z wykresu [10] objetos¢ krwi, jaka przypuszczal-
nie posiadaly 4 psy i obliczy¢ ja na m*® powierzchni ciatla, wynosi ona
przecietnie 1,9 1 na m®> Zatem z dowozonych na minute na m*® kazdych
16,7 mg glikozy, przy uzyciu stalej b,, co najmniej 3,2 mg pozostawaly
we krwi (0,1693-19 — 3,22 mg). Ale objetos¢ krwi powieksza sie w miare
wzmagania dowozu glikozy, wiec i ta ilo$¢ musi wzrastac.

Stata a, ktéra wskazuje na odchylenie prostej od skrzyzowania osi
wspélrzednych, jest tak nieznaczna cyfra, a réwnoczesnie b, jest tak po-
dobne do b, ze nalezy uwaza¢ za udowodniony fakt, wyraznie zresztg wi-
doczny wprost z rys. 1, iz linie przeprowadzone przez wartosci poczatkowe]
zmiany minutowej stezenia glikozy we krwi sg prostymi i w granicach
bledu doswiadczalnego przechodza przez punkt wyjscia osi wspélrzed-
nych przy wszystkich zastosowanych V, w ciggu dlugich okreséw zycia
psa. Na tym spostrzezeniu oprg sie dalsze rozumowania. Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze wynik taki otrzymuje sie przy oznaczeniu licznych punktéow
na rozleglej skali predkosci dowozu glikozy, ktére siegaly 204 g na
m?/godz, czyli ponad 1,1 gramoczasteczki na m?*/godz.

Nalezalo okresli¢, jakie jest znaczenie stalej b,, przede wszystkim zas$,
jaki ma ona zwigzek ze zdolnosciami przetwoérczymi ustroju.

Syntetyczna ocena zdolnosci przetworczej 4 psow

Po pierwszej pélgodzinie wlewania glikozy nastepowal jeszcze okres 5,5
godzin dalszego jej dowozu z takg samg predkoscig. Dla oceny iloSciowej
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Rys. 2. Dalsze przetwarzanie glikozy podczas szesciu godzin dowozu glikozy u czte-
rech osobnikoéw z rys. 1. Wyrazono je w postaci przecietnego przetwarzania w ciggu
szeSciu godzin, oraz przecietnego podniesienia si¢ poziomu glikozy we krwi ponad
wartos¢ wstepng. Poréwnano je z poczagtkowym przyrostem glikozy we krwi
w pierwszych 30 minutach dowozu, wyrazonym w postaci stalej b,. Wartosci prze-
cietne przetwarzania i przyrostu glikozy dla kazdego psa z osobna polaczono linia-
mi. Znamienne ulozenie linii wobec siebie: przecietny przyrost glikozy we krwi
dla sze$ciu godzin i stale b, ustawiajg si¢ w tym samym porzadku, natomiast krzy-
we przetwarzania ustawiajg sie¢ odwrotnie dla 4 osobnikow.

http://rcin.org.pl



111] ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 103

przetwarzania podczas 6-godzinnego dowozu uzyto dwéch sprawdzianow:
a) przecietnej predkosci przetlwarzania (V,), oraz b) przecietnego przyrostu
glikozy we krwi ponad poziom wstepny. W rys. 2 zestawiono te dwie war-
tosci ze stalg b, odpowiednich doswiadczen, a wiec z przyrostem glikozy
we krwi w pierwszej pélgodzinie dowozu, odniesionym do predkosci do-
WOozZU. >

Przecigtny przyrost glikozy we krwi podczas catych 6 godzin dowozu
wykazuje, ze to samo stopniowanie trudnosci w rozporzadzaniu glikoza,
jakie przedstawia stala b, w pierwszej pélgodzinie wstrzykiwania, istnieje
nadal w ciggu calych 6 godzin wlewania. Nie wystepuje ono wyraznie
miedzy V,; 20 a 60 g na m*/godz, gdyz na tym odcinku zaznacza sie ono
tylko miedzy Zul. a Andro., ktére reagujg krancowo odmiennie. Dopiero
powyzej V, 60 g na m*/godz rozsuwaja sie krzywe przecietnego 6-godzin-
nego przyrostu glikozy we krwi. Ujawnia sie wzajemny ich stosunek taki
sam, jak w stalej b,: najlatwiej usuwa glikoze ze krwi pies Andro., mniej
tatwo Ordo., trudniej Mess., ale uderzajaco trudno Zul.

Choé¢ réznice te nie sg wielkie i nie zawsze stale, nie ulega watpli-
wosci, ze cecha, ktéra zjawia sie w pierwszej pdlgodzinie dowozu przy
nieustalonej jeszcze dynamice usuwania, utrzymuje sie podczas dalszego
kilkugodzinnego wysycania glikoza i, ze u jednego i tego samego osob-
nika trwa albo pojawia sie czesto latami. Szczegblnie jednak wyraznie
wynurza sie¢ dopiero przy silniejszym nasyceniu podlozem. To jeszcze nie
wyjasnia, jaka droga usuwania glikozy gra w tym zjawisku role.

Dopiero mozna o tym wnosi¢ z przecietnego 6-godzinnego przetwarza-
nia glikozy (dolna czes$¢ rys. 2). Pomiedzy V, 20 a 60 g na m*godz., nie
wida¢ jeszcze wyraznej roznicy miedzy 4 osobnikami. Krzywe rozposcie-
rajg sie dopiero przy wyzszych V,, ale w porzadku odwrotnym, niz stala
b, i przecietny przyrost glikozy we krwi. Krzywa dla Andro. przebiega
najwyzej, zgodnie z najnizsza stala b, i najnizszym 6-godzinnym przy-
rostem glikozy we krwi, zwierze to przetwarza najsilniej. Natomiast Zul.
objawia na ogél przetwarzanie najnizsze zgodnie z wysoka stalg b, i wy-
sokim 6-godzinnym przybytkiem glikozy we krwi. Dwa pozostale psy
utrzymuja sie miedzy powyzszymi dwoma, podobnie, jak ich stale b,
i ich 6-godzinne zwiekszenie stezenia glikozy we krwi.

Zadaniem niniejszego doniesienia jest, miedzy innymi, naswietlenie,
ktéra z uzytych stalych najwierniej oddaje caloksztalt zjawisk usuwania
glikozy ze krwi. Jest to zadanie nietatwe. Uzyte stale maja zréwnac obie
strony réwnania, w ktérym po jednej stronie znajduje sie przyrost minu-
towy glikozy we krwi, z drugiej zas predkos¢ dowozu. State te dadzg sie
podzieli¢ na dwie grupy, sobie przeciwstawne. W jednej z nich przyrost
glikozy zostaje uzalezniony od dawki na wage ciala (W'%), wtedy stala
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ma symbol by, w drugiej za$ od dawki na wage ciala do potegi wahajacej
sie¢ miedzy 0,7 (czyli powierzchnia wedlug Cowgilla i Drabkina) a 3%/
(=0,75) i wtedy stala posiada znak b, (lub podobne: byom i bysu).
W toku niniejszej pracy wyloni si¢ szereg dowodéw, przemawiajacych za
by, (i podobnymi). Jednym z do$é przekonywujacych jest nastepujacy, za-
warty na rys. 2.

Otéz na rys. 2., stala b, i ,,Glikoza przetworzona” sg podane na m?,
lecz przecietny przyrost glikozy we krwi podczas szesciu godzin dowozu
glikozy jest wyznaczony, jako stezenie, a wiec cecha niezalezna od roz-
miar6w ciala. A jednak jego wartosci ukladajg sie w rodzinie krzywych
tak samo, jak stala b, i oczywiscie odwrotnie, niz krzywe glikozy prze-
tworzonej. Jest to dowéd, ze stala b,, a wiec na powierzchnie ciala, od-
daje wiernie i logicznie takze dalsze rozsuniecie krzywych przecietnego
stezenia glikozy we krwi, ktére panowalo podczas dalszych godzin do-
wozu. (Nalezy sie tu zastrzec, ze twierdzenie, iz ,stezenie glikozy we krwi
jest cechg niezalezng od powierzchni ciala”, jest tylko zalozeniem tymcza-
sowym. Z dalszego wywodu okaze sie, ze przyrost stezenia glikozy we
krwi w istocie rzeczy jest zalezny od powierzchni ciala lub funkeji po-
dobnych, i wlasnie dlatego biegnie réwnolegle do stalej b,).

Natomiast stala b, nie godzi si¢ z dalszym przebiegiem stezenia gli-
kozy we krwi. Albowiem przecietna stala b, (podana w tablicy, zawartej
w ustepie ,,Cztery psy”) wynosi dla Andro. 3,702, dla Ordo. 3,270, dla
Mess. 3,487, za$§ dla Zul. 3,859. Z tej stalej wynikaloby, ze najtrudniej
usuwaja glikoze ze krwi Andro. i Zul., za$ latwiej od nich usuwa Mess.,
a najlatwiej Ordo. Taki uklad poczatkowych stalych jest zupelnie sprzecz-
ny z rozmieszczeniem rodziny krzywych przecietnego stezenia glikozy
we krwi podczas calych szesciu godzin dowozu. Dlatego stala b, nie od-
powiada caloksztaltowi zjawisk usuwania, a w danym przypadku w szcze-
gblnosci przetworczego usuwania glikozy, w tym zespole danych.

Poszukiwania allometryczne

Ze wzgledu na swg regularnos¢ i prostote kinetyka zapoczatkowujgcego
wysycania glikozg nadawala sie do opracowania allometrycznego. Allome-
tria jest sposobem matematycznym ujecia wzajemnego stosunku dwéch cze-
Sci lub skladnikow ustroju, czy to pod wzgledem wielkosci, czy tez steze-
nia [4b]. W obecnych badaniach dwiema cze$ciami poréwnywanymi s3:
a) narzady, ktore usuwaja glikoze ze krwi, i b) srodowisko, w ktérym krazy
dostepna dla nich glikoza. Nalezalo okresli¢ ich wzajemny stosunek. W tym
celu zbudowano sposoby obliczen. Jednym z nich, ktéry zastuguje na ped-
kreslenie, jest podana wyzej zgodno$é wzajemnego stosunku stalych bp
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dla szeregu osobnikéw z wartosciami niezaleznymi od powierzchni ciala
przecietnego 6-godzinnego przyrostu glikozy we krwi. Niektére dalsze
sprawdziany zostang podane w dalszych rozdzialach obecnego doniesienia
lub w dalszych pracach.

Odrebnosci osobnicze 4 pséw w Swietle statej b,

a) Pies Andro.

Juz to samo, ze Andro. otrzymywala diet¢ nr 2 z mniejsza o polowe
zawarto$cig ttuszezu i biatka, niz u innych osobnikéw, przy takiej samej
ilosci weglowodanéw, moglo sie¢ przyczyni¢ do zywszego przetwarzania
glikozy, niz u trzech innych pséw (wplyw diet w dalszych doniesieniach).
Jej przecietny wskaznik odzywienia (0,306) stat dos¢ blisko Srodka pasa
optimum i doé¢ blisko wskaznika psa Ordo. (0,298) i Mess. (0,309), ktére
dostawaly diete nr 1, wobec tego jej zawarto$¢ tkanek czynnych prze-
twérezo byla podobna, jak u tych dwéch zwierzat.

Niska stala b, psa Andro. nie zostala wywolana zwiekszonym prze-
puszczaniem glikozy przez nerki, gdyz, jak wida¢ z rys. 1, wydalanie
glikozy przez Andro. w pierwszej godzinie dowozu jest wybitnie nizsze,
niz u 3 innych zwierzat, zgodnie z mniejszym gromadzeniem sie glikozy
we krwi. Ale procz tego Andro. posiadala pewne cechy osobnicze, ktore
dawaly jej ustrojowi lepsze warunki do przeksztalcania glikozy, a mia-
nowicie:

1) Miala wyzsza podstawowa wytworczos¢ cieplng (42,73 kcal na
m?/godz), niz inne osobniki i niz Ordo. (36,79 kcal na m*/godz).

2) Przy obliczeniu sposobem Rubnera, wykazywala wyzsze swoisto-
dynamiczne dzialanie glikozy (10,00%0), niz Ordo. (8,60%), poprzez wszyst-
kie V, i przy oznaczeniach, ktére obejmowaly zaré6wno okres wlewania
glikozy, jak i nastepowy az do wystgpienia podstawowych wartosci wy-
tworczosci cieplnej.

3) Wobec tego utlenianie glikozy bylo u Andro. zawsze wyzsze, niz
u Ordo. Poniewaz za$ Ordo. najlatwiej przetwarzala glikoze sposréd
trzech pozostalych zwierzat (Rys. 2), nalezy przypusci¢, ze Andro. miala
najzywsze utlenianie glikozy ze wszystkich 4 badanych osobnikéw.

Nic wiec dziwnego, ze Andro. bez Zadnej szkody znosila przez 6 godzin
V, 202,9—204,3 g na m*/godz. U przewazajacej liczby innych pséw mu-
sialoby to doprowadzi¢ do zmian nieodwracalnych.

b) Pies Zul.

Wyizszg stalg b, 1 trudniejsze usuwanie glikozy ze krwi, oraz mniejsza
jednostajnosé wynikéw nalezy przypisa¢ zaréwno odchyleniom w czyn-
nosci nerek, jak i przetwarzania. Istotnie cukromocz tego psa (Rys. 1) jest
czasem nieco wyzszy, niz u trzech innych osobnikéw, ale nie tak wyraz-
nie, jakby tego nalezalo oczekiwa¢ z wysokosci stalej b,. Gdy przy po-
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dobnej V, u tego osobnika znajduja sie¢ 2 doswiadczenia, wtedy wida¢ wy-
raznie (Rys. 1), ze wyzszej poczatkowej zmianie minutowej stezenia gli-
kozy we krwi towarzyszy w calej pierwszej godzinie dowozu nizszy cu-
kromocz i odwrotnie:

. ‘30
Kolejnosé V; AC(;:,., t Stata | Glikoza w moczu}
doswiadczen g na m‘/godz mg na 100 ml min bp | & na m?*godz \
4 127,9 26,5 0,207 21,4 I
6 130,2 ‘ 23,1 0,177 31,2
5 146,2 29,1 0199 | 40,7 '
7 148,7 ‘ 35,5 0239 | 36,7

Wynika stad, ze nerki zwierzecia byly czasem juz od pierwszej chwili
dowozu mniej sprawne przy wielkim obciazeniu glikozg. Jak wida¢ z ze-
stawienia tych 4 doswiadczen, niewydolnos¢ nerkowa byla jedng z przy-
czyn wybitnych wahan stalej b,. Kolejnos¢ doswiadczen nie odgrywala
w tym roli. Nawet, gdy pogorszenie pracy nerek nie wystapilo od pierw-
szych minut dowozu, moglo sie jednak pojawi¢ w dalszych jego okre-
sach.

Mozna by oczekiwa¢, ze Zul. majac nizszy wskaznik odzywienia (0,284)
bedzie uprzywilejowana pod wzgledem przetwoérczym, np. wobec Mess.
(wskaznik odzywienia 0,309), gdyz powierzchnia ciata obu jest przy tym
jednakowa (0,45 m?, 0,44 m?), a ilo$¢ tkanki czynnej przetwérczo jest
wigksza u Zul. Tymczasem jest przeciwnie. Widocznie nizszemu stanowi
odzywienia towarzyszy pewne uposledzenie przetwoércze. Sprawa jest wiec
bardziej zlozona.

W nastepstwie tych wad widocznych i innych cech ustroju, ktérych te
uposledzenia byly widomym wyktadnikiem, zwierze zginelo przy V,
174,2 g na m®/godz juz po czterech godzinach i 43 minutach wlewania.
Jest to wlasnie graniczna, niebezpieczna V, ktéra calkowicie prawid-
towe osobniki, ze stosunkowo niska stalg b,, znosily w ciggu szesciu go-
dzin bez zaburzen, wielokrotnie. Nalezy tu doda¢ nawiasem, ze Srednie
przetwarzanie w tym dos$wiadczeniu (Rys. 2) zostalo obliczone tylko dla
czterech godzin dowozu i dlatego jest za wysokie, $rednia z calych szesciu
godzin (gdyby zwierze zylo tak dlugo) bylaby nizsza.

Stala b, w tym ostatnim do$wiadczeniu byla stosunkowo niezbyt wy-
soka i nie mozna bylo ma jej podstawie rokowac¢ o grozacym niebezpie-
czenstwie. Dopiero wziecie pod uwage statych b, z poprzedzajacych do-
swiadczen, zdobytych przy nizszych V,, moglo nasunaé¢ podejrzenie. Prze-
biegaly one nastepujgco: 0,230; 0,220; 0,244; 0,207; 0,199; 0,177; 0,239;
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Rys. 3. Poczatkowa zmiana minutowa stezenia glikozy we krwi podczas jednostaj-
nego dowozu glikozy z réznymi predkosciami u drugiej grupy psow. 28 zwierzat (Q)
prawidlowych, w spoczynku, w warunkach wzorcowych, bez uspienia, po diecie nr 1.
Przewaznie wykonano tylko po jednym doswiadczeniu na kazdym osobniku, z wy-
jatkiem pséw Porc. i Giz.,, na ktorych wykonano ich wiecej. 61 doswiadczen. Dla
wszystkich danych prosta przecietna, przechodzgca przez skrzyzowanie osi wspoi-
rzednych. Ze wzgledu na wyjatkowe zachowanie sie psa Porc. osobna prosta dla
tego osobnika i druga dla reszty do$wiadczen, obie przeprowadzone przez punkt
zerowy. Wykreslono roéwniez dwie proste dla Porc. i Giz.,, ktére nie przechodzg
przez skrzyzowanie osi (stale aji bp). Punkty przypadajace na te sama predkos¢
dowozu wyrézniono przez dodanie przy nich cyfr od 1 wzwyz.
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0,180; 0,185; 0,196; 0,200; 0,190. Tylko do 7 doswiadczenia spotyka sie
warto$ci powyzej 0,200. U pséw, trzymanych w klatkach, o typie upo-
sledzen, ktére wykazywala Zul., moze wiec przyjs¢ tatwiej, niz u innych,
przy granicznym obcigzeniu glikozg, do przekroczenia granicy odwracal-
noéci zjawisk wysycenia osmotycznego glikoza.

Natomiast osobniki Ordo. i Mess. nalezy uzna¢ za wzorcowe.

2. Zapoczatkowujace wysycanie glikoza u drugiej grupy
psow prawidlowych

Dalsze badania stosunku miedzy AC},*"/t a V, przeprowadzono na
grupie 28 pséw prawidlowych, spoczywajgcych, trzymanych na diecie
nr 1 (Rys. 3). Byl to zespdél doswiadczen mniej jednolity, niz w grupie
pierwszej. Na zadnym osobniku nie ogarnieto calej rozcigglosci V,, u paru
zbadano tylko czes¢ skali, a u reszty wykonano tylko pojedyncze ozna-
czenia na kazdym osobniku. Istnieje luka miedzy V, 56 a 111 g na m*/godz.
Grupa oznaczen do V, 56 na m*®/godz ma wieksza rozpietos¢ wagi ciata
1 powierzchni, niz od V, 111 wzwyz. Rozpietos¢ wartosci wskaznika od-
zywienia siega wybitnie ponizej (0,264) i powyzej (0,323) optimum.
U dwéch osobnikéw stosowano 3 rézne temperatury pltynéw wlewanych.
Temperatura w odbytnicy znajdowala sie jednak w obrebie prawidlo-
wych wahan, spotykanych u dojrzalego psa (Rys. 3).

Przy wykredlaniu krzywych dla grupy drugiej zastosowano przede
wszystkim wytyczng, udowodniong dla grupy pierwszej, a mianowicie,
ze proste, najlepiej przebiegajace przez punkty znalezione doswiadczal-
nie, przecinaja punkt zerowy ukladu wspéirzednych. W ten sposéb obli-
czono 3 stale b, dla materialu grupy drugiej i dla poréwnania zestawiono
je ze stalymi b, calej grupy pierwszej i jej psow wzorcowych Ordo. +
Mess.:

Liczba : Liczba stata

osobnikéw | oznaczen bp |

' Druga grupa lacznie 28 60 ‘ 0,1832 l
| Pies Porc. 1 12 [ 02128 |
| Druga grupa bez Porc. 217 48 ( 01719 |
— 3 B j i

| Pierwsza grupa igcznie| 4 52 t 0,1642 j
Psy Ordo. + Mess. ‘ 2 ] 27 0,1602 |

Stata b, dla calej drugiej grupy (0,1832) jest znacznie wyzsza, niz
Iaczna b, dla grupy pierwszej (0,1642) dlatego, ze grupa druga nie posiada
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osobnika o niskiej stalej b, o typie Andro. na diecie nr 2. Zawiera jednak
psa Porc., ktéry zachowuje sie w grupie drugiej podobnie, jak Zul.
w pierwszej — ma wysokg stala b, (0,2128) i wobec tego podnosi prze-
cietng calej grupy.

Dlatego na rys. 3 wydzielono wartosci psa Porc. w postaci osobnej
krzywej, ktoéra biegnie powyzej przecietnej dla calej grupy i przez punkt
zerowy. Wobec tego dla pozostalych wartosci (b, = 0,1719) krzywa biegnie
ponizej przecietnej i przez zero. Ta pozostaloé¢ ma jednak wyzsza b, niz
psy wzorcowe (0,1602). Z tym zjawiskiem nalezy sie liczyé w materiale
bardziej réznorodnym.

O ile stala b, miala nabraé¢ znaczenia, nalezalo wyswietli¢c wszelkie
wybitniejsze odstepstwa jej od wartosci wzorcowych. Dlatego dane osob-
nika Porc. poréwnano z wynikami na psie Giz. z rys. 3. Oba zwierzeta
byly podobnego wieku, wagi, o podobnym stanie odzywienia. Trzymano je
w takich samych warunkach i na takiej samej diecie. Badane byly w tym
samym czasie, przy pomocy 3 wysokich V,, a mianowicie 7, 8 i 9 g na
kg/godz, przy czym zmieniano temperature rozezynéw wlewanych w taki
sam sposOb. Klinicznie wydawaty sie prawidlowe, a jednak réznily sie
stala bp, ktéra byla nastepujgca w poréwnaniu z reszta grupy drugiej:

| Licz- Stala b lOdcl?yle- Wsp6l- | Przeciet-| pryeciet.
Pies [ba | i —| nmie |czynnik | na stata| na stata
!ozna- Prze- Mini- l Maxi- | wzorco- zmien‘- bu"?W e
| ¢Zen | cietna mum ( mum | Wwe nosci, % I
Giz. | 11 | 0,1686 0,14351 02088 | 00202 1196 1,829 2,771 |
Porc. | 12 | 02109 01617 | 02523 | 0,0276 & 13,09 2.377 3,496
Inne psy gru- 1 [ ' |
| py drugiej | 37 20.1671 01313 | 02198 | 00196 | 11,74 *

Przecigtna stala b, psa Giz. stala w poblizu wartoséci, uznanych za
wzorcowe, natomiast u Porc. byla wybitnie wyzsza. Nie znaczy to, ze
punkty Porc. dadza sie odgrodzi¢ od punktéw Giz. na rys. 3 jaka$ prosta
granica, gdyz zaréwno Porc. posiada niekiedy dos$¢ niskie wartosci sta-
tej b,, jak i Giz. do$¢ wysokie. Na pewnej przestrzeni posredniej prze-
nikajgq one w zasieg drugiego osobnika. Jednak nigdy u Porc. nie spotyka
sie wartosci tak niskich, jak u Giz., i na odwrét. Z rys. 5 wynika, ze r6z-
nice w stalych b, wystepuja bardzo wyraznie, dla kazdej V;, z osobna.
Dane na tych dwéch osobnikach sg pouczajace ze wzgledu na przebieg
krzywych, ktore najlepiej odpowiadajg ustawieniu punktéw. Gdy, mia-
nowicie, dla zespotu danych kazdego z tych dwo6ch osobnikéw. oddzielnie
obliczy¢ stale réwnania prostej juz to przechodzgcej, juz to nie przebie-
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gajacej przez skrzyzowanie osi, okazuje sie, ze krzywe dla ich danych
przecinaja o§ rzednych znacznie ku dotowi od punktu zerowego, o czym
swiadczy wysoka ujemna wartoéé stalej a:

Prosta przechodzi przez | Prosta nie przechc;cizi przez punkt
punkt zerowy osi | zerowy osi wspéirzednych
stata bp stala a . stata b',,
; Pies mg na 100 ml/min na 16,7 mg mg 100 ml mg na 100 ml/min na 16,7 mg
; glikozy na m? na min, na min | glikozy na m* na min
Giz. 0,1705 10,02 0,2475
Porc. 0,2138 — 12,09 0,3056

State obliczono metoda najmniejszych kwadratow i dlatego stale b,
réznia sie w obrebie 1% od obliczonych metoda $rednich z poszczegdl-
nych oznaczen. Stala a ma dla obu zwierzat mniej wiecej te samg war-
tosé, a wiec u obu zwierzat czynniki, ktore doprowadzaja do odchylenia
prostej w dét od punktu zerowego, widocznie sa podobne. Na rys. 3 prze-
ciggnigto dodatkowo krzywe obu zwierzat wedlug réwnania prostej, mi-
jajacej punkt zerowy. Istotnie widaé¢ z rysunku, ze odpowiadaja one do-
brze rozmieszczeniu punktéw odnosnych zwierzat. Podczas, gdy stata b,
dla Porc. jest wyzsza o 0,0423 od stalej b, psa Giz., to dla statej b, roz-
nica ta wynosi 0,0581, a wiec i przy tym spesobie ujecia rdéznice miedzy
obu zwierzetami utrzymujg sie.

Zboczenie prostych w dét od skrzyzowania osi nalezy przypisaé temu,
ze dane uzyskano na waskim odcinku V,, ze warunki do$wiadczalne byly
zmienne (temperatura rozczynéw) i byé moze jeszcze innym, ale jedna-
kowo u obu pséw wplywajacym czynnikom. Wynika stad wniosek, ze
stalych nie mozna oznacza¢ na podstawie malego wycinka V,, przy sto-
sowaniu zmian w metodyce, ktére mogg byé¢ dokuczliwe dla badanych istot
(temperatura -+ 10°, -+ 38°, obok zwyczajnej 26°, por. [11]).

Odchylenie prostych w dé! od skrzyzowania osi, w cze$¢ ujemng osi
rzednych (nie wyrysowang na rys. 3), nasuwa podejrzenie, ze nawet pro-
sta, ktéra przy nizszych V, wychodzi z punktu zerowego, moze przy wyz-
szych V, zmieni¢ kierunek i poczaé¢ biec bardziej stromo ku gérze. Mo-
globy to Swiadczy¢ o coraz bardziej wzrastajacych trudnosciach w usu-
waniu glikozy ze krwi przy wysokich V,. Wtedy bardziej stromy odcinek
krzywej, przedtuzony w dél, przeciglby o$ odcietych na prawo od punktu
zerowego, a o$ rzednych w dot od jej skrzyzowania z osig odcietych. Jed-
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nak podejrzenie to upada, gdy sprawdzi¢ przebieg krzywych na rysunku 1,
w doswiadczeniach, uznanych za wzorcowe: nie dostrzega sie w nich zad-
nego zalamania, jak juz stwierdzono uprzednio.

3. Przebieg wysycania glikoza dwoch osobnikow, u ktoérych poczatkowe
usuwanie glikozy ze krwi bylo rézne

Chodzilo o rozstrzygniecie, czy niezwykle wysoka stala b, u psa Porc.
mozna uzna¢ za prawidlowa i w jakim stosunku stoi ona do dalszego
obchodzenia sig ustroju z glikozg. Poréwnanie w tym celu psa Porc. z nie-
watpliwie prawidlowym osobnikiem Giz. nie bylo proste. Do rozbioru zja-

3200
3000
2800
2600

bi§3456wo}éb45¢:
Godziny dowozu glikozy Godziny dowozu glikozy
Rys. 4. Przecigtne krzywe cukru we krwi dwoéch pséow (9): Porc. (przecigtna waga .
ciala 4,70 kg) i Giz. (waga 5,28 kg). Dowozono jednostajnie od 7—9 g glikozy na
kg/godz. w ciggu 6 godzin (V;: Porc. 116,4; 133,3; 148,2; Giz. 115,1; 181,3; 148,2).
Krew pobierano w polowie odno$nej godziny dowozu. Jakkolwiek stezenie cukru
we krwi przed wlewaniem jest prawidlowe i podobne u obu osobnikéw, stala b,
i przebieg krzywych sg wyzsze u Porc., niz u Giz.

wisk wysokiego nacukrzenia, stabo dotad poznanych, uzyto zespolu spraw-

dzianéw, ktére znajdg uzasadnienie w pozniejszych doniesieniach. Po-
nizsze wyniki dowodza, ze na jednych i tych samych osobnikach mozna
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przeprowadzi¢ szeregowe spostrzezenia w obszarze znacznych 6-godzin-
nych wysycen glikoza (V, 100—150 g na m?®/godz) bez szkodliwych na-
stepstw dla badanych zwierzat. Z wyjatkiem stalej b,, wszystkie inne -
‘wyniki podano na jednostke wagi ciala, a nie na jednostke powierzchni,
gdyz oba psy mialy podobna wage ciala. Mozna bylo wobec nich unikngé
niescislosci, zwigzanej z obliczaniem powierzchni ciata.

Przebieg stezenia cukru we krwi. Wszystkie krzywe cukru we krwi
na rys. 4 majg przebieg wzrastajacy, zatem dowédz glikozy do krwi jest
wigkszy, niz jej odpltyw ze krwi. Przy tym jednak wszystkie krzywe Porc.
przebiegaja wyzej, niz Giz. A wiec i tu cechy poczatkowej predkosci gro-
madzenia sie glikozy we krwi, okreslone stala b, wyzsza dla Porc. niz
dla Giz., stanowig wspélczynnik nadal i to w podobnej mierze obecny
w ciggu dalszego przebiegu dowozu glikozy. Na koncu széstej godziny
dowozu przy V, 9 g na kg/godz Porc. osiggala 3200 mg/100 ml, a Giz.
przeszio 2 000 mg. Z predkosci poczatkowego gromadzenia sie glikozy we
krwi mozna w przyblizeniu wnosi¢ o stopniu ostatecznego wysycenia.

Pulapy czynnosci, przemieszczajqcych glikoze ze krwi przy wysokim
nacukrzeniu. Odmienny przebieg krzywych cukru we krwi u obu osobni-
kéw mégt byé¢ wywolany juz to przez réznice w usuwaniu glikozy przez
nerki, juz to przez rézng predko$é zuzycia glikozy przez tkanki, albo
wreszcie przez oba czynniki razem. Ale przy znacznych obcigzeniach gli-
koza obie te czynnosci dochodza do najwyzszej, nieprzekraczalnej spraw-
nosci przy pewnym stezeniu cukru we krwi, po czym, przy dalszym wzro-
Scie stezenia, albo dana czynno$¢ juz sie nie powieksza, albo nawet, jak
to sie dzieje z funkcja nerek, ulega niedomodze [28, 30]:

|
Cadlin Przecietna najwyzsza |
sprawno$¢ u pulapu

Wystapienie putapu
przy stezeniu cukru
we krwi mg/100 ml

Oczyszczanie kKrwi z
glikozy przez nerki 60 ml na m?*/min ~ 550 — 600
Zuzycie przetwoércze 80 g na m?*/godz ~ 900

Wydalanie glikozy
przez nerki 85 g na m*/godz ~ 1700 — 2600

Zwyczajna granica
odwracalno$ci ~ 2800

Osiagniecie pulapu zuzycia glikozy lub jej wydalania z moczem ozna-
cza wiec, ze dalszy wzrost stezenia glikozy we krwi juz wiecej nie wzmoze
usuwania glikozy przez dane ujscie, ktoére zostaje ujete w sztywne ramy
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nieprzekraczalnej najwyzszej sprawnosci. Jest to wazny szczegdl, ktory
wysoce utrudnia ocene wysokich nacukrzen blisko putapéw czynnosci usu-
wajacych glikoze. Nie mozna juz wtedy bowiem poréwnywaé dwoch do-
swiadczen tylko na tej podstawie, ze wprowadza sie w nich dokladnie takie
same ilosci glikozy.

Gdy bowiem w jednym z nich istnieje trwale lub nagle pojawia sig
jakie$§ zaburzenie w odplywie glikozy ze krwi, wtedy poczyna sie¢ ona
szybciej gromadzi¢ we krwi i predzej dociera do pulapu, po ktérego prze-
kroczeniu rozpatrywane ujscie wymyka sie juz spod zaleznosci od ste-
zenia glikozy we krwi. Wynik nalezy wtedy oceni¢ wedlug wzorcéow [30],
ktére podaja natezenie danej czynnosci przy ponadpulapowych steze-
niach glikozy we krwi, co tez uczyniono w nastepujacych rozwazaniach.

Czynno$é nerek obu osobnikéw. Rys. 5 streszcza poréwnawczo zacho-
wanie sie obu osobniké6w. Dla kazdej cechy znajduje si¢ w nim po 6 gru-
powych danych (wielkie cyfry, przerywane linie), po 3 na kazdym osob-
niku. Uzyskano je na przestrzeni z gora rocznych badan. W ocenie pracy
nerek kierowano sie tylko sprawdzianami, zwigzanymi z dowozem gli-
kozy, bez zadnych innych préb czynnosciowych. Oba osobniki wykazujg
juz to podobienstwa (A), juz to réznice (B):

A. Podobienstwa w pracy nerek uwidoczniajag sie, gdy
wzig¢ pod uwage tylko dane moczu, bez danych krwi (Rys. 5):

1) Przecietne wydalanie glikozy dla kazdej predkosci dowozu z osobna
jest bardzo podobne u obu osobnikéw: 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) Najwyzsze godzinne wydalanie glikozy (nie podano na rys. 5) jest
takze u obu zwierzat podobne: od 80—90 g na m?/godz. Zachodzi przy po-
dobnym C,,;, ale, by¢ moze, u Porc. nieco wyzszym, niz u Giz., a mia-
nowicie, powyzej 2000 mg/100 ml. Nerki psa Porc. sg wyjatkowo wy-
trzymatle na wysokie obcigzenie osmotyczne, gdyz podtrzymuja wydalanie
90 g na m?*/godz., przez 3 godziny pomiedzy C,, 2365 a 3144 mg/100 ml
i to w jedenastym z kolei doswiadczeniu. Wysilek ten nie pozostawil zad-
nego S$ladu, ktéry by sie ujawnil w nastepnych doswiadczeniach.

3) Grupowa objetosé moczu (Rys. 5) przy dowozie 7 g na kg/godz jest
dla obu zwierzat 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 wiec
Porc. wydala wiecej. Natomiast podobne wartosci u obu osobnikéw przy V,
9 g na kg/godz (399 i 391 ml na kg/6 godzin) sg uzyskane sztucznie, gdyz
Porc. przekracza juz wtedy znacznie pulap i w koncu przychodzi u niej
do nerkowego zatrzymania glikozy i zmniejszenia objetosci moczu wsrod
najwyzszego wysitku nerek. Tymczasem u Giz. pulap wydalania zostaje
osiggniety dopiero przy koncu okresu wlewania, w széstej godzinie.

http://rcin.org.pl



{21] ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 113

4) Stezenie glikozy w moczu (Rys. 5) Porc., jest zawsze nieznacznie
nizsze (5,83; 5,78; 6,09%), niz u Giz. (6,57; 6,17; 6,31%). Utrzymuje sie
ono jednak u kazdego ze zwierzat z osobna na tym samym poziomie prze-
cietnym (Porc. 5,90%, Giz. 6,35%), niezaleznie od V,, dzieki odpowied-
niemu nastawianiu dowozu wody.

5) Wydalanie jednego grama glikozy z moczem (Rys. 5) wymagalo od
15,4 do 17,0 ml moczu, niezaleznie od V,. W przecietnej grupowej wartosc
dla Porc. jest albo taka sama, albo nieznacznie wyzsza, niz dla Giz. Uzyty
sposéb uzupeiniania niedoboru wody nie byt schematyczny, lecz podazat
za osobniczg objetosciag moczu. Nie mogt wiec zatrzeé réznic osobniczych.

B. R 6z nic e miedzy obu osobnikami wychodzg na jaw dopiero wte-
dy, gdy w rozwazania wlaczy¢ takze dane cukru we krwi, obok danych
moczu (Rys. 5):

1) Przecietne grupowe stezenie cukru we krwi (Rys. 5) jest u Porc.
zawsze wyzsze (1118, 1562 i 1967 mg/100 ml), niz u Giz. (885, 1000
i 1386 mg/100 ml), w zgodzie z wysokoscig grupowej stalej b, (Rys. 5),
ktora jest u Porc. wyzsza, niz u Giz. (por. rys. 4). Przy dowozie takiej
samej ilosci czasteczek glikozy Porc. znajduje sie w stanie wzglednego
przecukrzenia w stosunku do Giz., czego nie dostrzega sie w wartoSciach
cukru we krwi na czczo u tego osobnika.

2) Skoro wydalanie glikozy z moczem jest przy takich samych pred-
kosciach dowozu podobne u obu pséw, a C,,; wyzszy u Porc., wiec oczysz-
czanie krwi zylnej z cukru przez nerki (swego rodzaju “clearance’”) musi
by¢ dla Porc. zawsze nizsze (3,76; 3,66 i 3,49 ml na kg/min), niz dla Giz.
(5,205 5,08 i 4,99 ml kg/min). Wartosci Giz. wynoszg tyle, co prawidlowa
przecigtna [30], zas wartosci Porc. sa od niej nizsze. Przy powiekszaniu
si¢ stezenia C,,, pomiedzy V, 7 a 9 g na kg/godz opadaja lekko (u Porc.
z 3,76 na 3,49, zas u Giz. z 5,20 na 4,99 ml na kg/min zgodnie z [30].

3) Poniewaz stezenie glikozy w moczu u Porc. jest nieznacznie nizsze,
niz u Giz., a stezenie cukru we krwi wybitnie wyzsze, wiec stosunek
Cm/C,wj (Rys. 5) jest u Porc. zawsze wybitnie nizszy (5,43; 3,88; 3,48), niz
u Giz. (7,97; 6,30; 4,99). Zdolno$¢ zageszczania moczu w stosunku do krwi
jest wiec u Porc. nieco mniejsza niz u Giz.

Powyzsze dane, przetozone na stownictwo czynnosci nerek, oznaczaja,
ze u psa Porc. istnieje stale wzglednie mniejsze zageszczanie stezenia gli-
kozy w moczu (hyposthenuria wzgledna) i stale mniejsza zdolnosé¢ za-
geszczania moczu w stosunku do krwi. Wskazuje to na uszkodzenie ne-
rek, ale bez umiejscowienia [22b]. :

Pojecie sgczenia klebkowego znajduje swoj (niescisty) odpowiednik
w krancowym oczyszczaniu krwi z glikozy. Jest to warto§¢ mniejsza od
catkowitego sgczenia klebkowego o ilo§é glikozy, wchlaniang zwrotnie,
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co wykazano dla obecnej metodyki [30]. Niewatpliwie osobnik Porc. ma
warto$é oczyszczania zawsze bardzo wyraznie nizszg, niz. Giz. Ale znéw
nie mozna umiejscowic¢, co jest uposledzone, czy klebki przesgczaja mniej,
niz u Giz., czy tez, co jest mniej prawdopodobne, cewki krete wchianiaja
wiecej. Ostatecznie, by wytworzy¢ ten sam skutek wydalniczy, ustréj
psa Porc. musi uzy¢ wiekszego stezenia glikozy we krwi.

‘Mimo tych odchylen, ktére wystepujg takze wtedy, gdy zestawi¢ ze
sobg doswiadczenia obu pséw o takiej samej stalej b, i o takim samym
przecietnym stezeniu cukru we krwi w ciagu 6 godzin dowozu, nerki psa
Porc. sa niezwykle wytrzymate na znaczne, wielogodzinne i wielokrotne
wysycania glikoza, ktérych inne osobniki nie znosily w sposéb odwra-
calny.

Zuzycie glikozy w obu osobnikéw. Nic nie wskazywalo przed dowozem
glikozy na uposledzenie przetworczosci weglowodanowej u Pore. Jej po-
ziom cukru we krwi na czczo wahal sie miedzy 85 a 108 mg/100 ml, zaé
u Giz. miedzy 73 a 110. Dopiero podczas dowozu glikozy wystepowaly
miedzy obu osobnikami réznice:

1) Zuzycie 6-godzinne glikozy (Rys. 5) oznaczano wzorem dla V, (,,Za-
stosowane symbole i obliczenia”). Jest on jednak poprawny tylko wtedy,
gdy C, malo zmienia swe stezenie. Tymczasem w rozpatrywanych do-
Swiadczeniach C, zawsze wzrastal (Rys. 4). Zatem, by ten blad ominagé
wybrano dla poréwnania takie krzywe dla obu pséw, w ktérych wzma-
ganie sie C, bylo podobne (Rys. 4):

Pies Dowo6z Zuzycie Cukier we krwi
g na kg/6 godzin g na kg/6 godzin mg/100 ml
Porec. 42,0 24,1 1118
Giz. 48,0 27,0 1000
Porec. ; 48,0 23,1 1562
Giz. ) 54,0 25,1 1386

Po przekroczeniu przez cukier we krwi pulapu przetwarzania, zuzycie
jest u Giz. wyraznie wigksze, niz u Porc. I w tych danych nie zadowala
fakt nieco wyzszego C, u Porc. Przy tym réznica na korzysé¢ Giz. jest
nieduza.

2) Najwyzsze godzinne zuzycie glikozy (V™**) jest w poszczegdlnych
godzinach czesto wyzsze u Giz. Nie podano go na rysunku 5.

3) Faza II zwigkszonego zuzycia wystepuje dopdki C,, w polowie
pierwszej godziny dowozu nie przekracza 1000 mg/100 ml. Wystepuje
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Rys. 5. Por6wnanie obrotu glikozy u dwoéch pséw, ktére posiadaly odmienne state bp.
Glikoza dozylnie: 7—9 g na kg/godz. Dieta nr 1. Kazdy prostokgt oznacza przecietng
z sze$ciu godzin dowozu glikozy, z wyjatkiem poczgtkowej statej minutowej, bp,
ktéra odnosi sie do pierwszej pédigodziny dowozu. Pies Porc. (?) — prostokaty za-
kreskowane, Giz. (?) — prostokgty puste. Srednie dla zespoléw doswiadczen:
———— $rednia graficzna; wielkie cyfry na grupach prostokatéw — S$rednie nu-
meryczne. Stosowano 3 rozmﬁite teTpexatury plyréw wlewanych: 10°, 26°, 38°.
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wiec u Giz. przy dowozie 7 i 8 g na kg/godz, zas 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. Przy dowozie 7 g na kg/godz Giz. jeszcze nie
osiggala pulapu przetwarzania (Rys. 5; 6-godzinny C,, 855 mg/100 ml),
a wiec mogla jeszcze nie odrzuca¢ nadmiaru glikozy, narzuconej ustro-
jowi ponad najwyzsza sprawnos¢ enzymatyczng spoczynkowa, gdyz ciagle
jeszcze przetwarzanie calej glikozy krazacej podlegalo prawu mas-stezen.
Drugim ograniczeniem bylo, ze osobnik Porc. przy dowozie 9 g na kg/godz
podczas przewazajacej czesSci dos§wiadczenia juz przekraczal pulap wy-
dalania nerkowego glikozy (przecietny C,, dla szesciu godzin 1967 mg/
100 ml). Nie mogl wiec poprawnie wydali¢ wprowadzonego nadmiaru
glikozy.

Na rys. 4 zaznaczono napisem ,,cukrzyca z nadmiaru‘‘ obszar najlep-
szego odzyskania. Znajduje sie on dla Porc. miedzy dowozem 7 a 8 g na
kg/godz, zas u Giz. miedzy 8 a 9 g na kg/godz. Istotnie uzyskiwano na
tym skoku dowozu odzyskania glikozy w poblizu calkowitych. Nalezy
zauwazy¢, ze u osobnika z nizszg staly b, cukrzyca z nadmiaru wyste-
puje przy wyzszej predkosci dowozu i na odwrbét.

9) Glikoza zuzyta w calym doswiadczeniu (lgcznie okres dowozu i na-
stepny, dopoki C,, nie spadnie do prawidlowego stezenia) (Rys. 5) jest
wartoscia przekonywujaca, gdyz nie wymaga zadnych dodatkowych za-
lozen. Stosujg sie do niej jednak te same ograniczenia co do punktu 4.
Moze wiec byé poréwnana u obu zwierzat tylko przy dowozie 8 g na
kg/godz. Pies Porc. przetwarza wtedy 52,7% dowiezionego podloza, za$
Giz. 59,4%, a wiec blisko o 13% catej wartosci wiecej.

Zuzycie glikozy obliczone trzema sposobami daje wiec podobny wy-
nik: jest wyzsze u Giz., niz u Porec.

Spotkanie sie u jednego i tego samego osobnika dwoéch czynnikéw
uposledzajacych usuwanie glikozy ze krwi, a mianowicie lekkiego odchy-
lenia w sprawnosci nerek i ledwie dostrzegalnego obnizenia zdolnosci
przetworczej, podnosi do takiej wysokosci stala b,, jaka napotyka sie
u prawidlowego osobnika po wielodniowym glodzie, lub po diecie ttusz-
czowej. W obszarze C, ponad pulapem najwyzszego zuzywania glikozy
nawet lekkie niedociggniecia sprawnosci w przemieszczaniu bezpowrot-
nym glikozy ze krwi dajg wiec wybitne odchylenia w przebiegu krzy-
wej cukru we krwi.

Zachowanie sie psa Porc. stanowilo przeciwwage na latwo$é wyste-
powania wyzszych stezen glikozy we krwi, osobnik ten posiadal niezwy-
klg wytrzymalo$é na wysycanie srodowiska wewnetrznego glikoza, a wiec
na bodziec osmotyczny zewnatrzkemérkowy. Przy koncu 6 godziny do-
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wozu glikozy z predkoscia 9 g na kg/godz wystapilo u niego stezenie
C, 3122, 3194 i 3412 mg/100 ml krwi. Klinicznie dochodzilo do stadium
niepokoju i oczoplasu. U wszystkich innych osobnikéw tak znaczne ste-
zenia doprowadzaly do stanu nieodwracalnosci. U Porc. jednak objawy
te przechodzily, nie pozostawiajgc Sladow.

4. Stala b, z rozmaitych punktéw widzenia

Zanim w ostatnim ustepie niniejszego rozdzialu zostanie podany ma-
terial ostatecznie przyjety dla okreslenia wzorcowej stalej b,, nalezy
rozpatrzy¢ z kilku punktéw widzenia caly zespét 112 doswiadczen:

]
t

3
T

Czestose wystepowania

QNAQQBQ
S ey

Rys. 6. Rozrzut stalej bp, obliczonej na dowodz glikozy wediug powierzchni ciala
dla 112 do$wiadczen. Psy spoczywajgce

- 1) Najczesciej zjawia sie wartos¢ b, od 0,16—0,17 (Rys. 6). Spadek
na lewo konczy sie juz na 0,13, natomiast na prawo rozcigga si¢ az do
0,26, co stanowi szczegélne zadanie do rozwigzania.

2) Gdy dla kazdego psa z osobna przyja¢ $rednig stala b, ze wszyst-
kich wykonanych na nim oznaczen, wtedy réwniez najwieksza liczba
osobnikéw przypada na stala b, miedzy 0,16 a 0,17 (Rys. 7). Na lewo wy-
stepuje ponowne podniesienie ich liczby dla wartosci 0,20—0,21.

3) Im nizszy wskaznik odzywienia, tym wyzsza stala b,:
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| v ) '
Liczba oznaczen i Stala bp ; Wskaznik odzywienia ‘
SN ——. | e e s e ,
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 osobnikéw dobrze odzywionych, w obrebie pasa optimum i nieco
powyzej, a wiec pomiedzy 0,29 a 0,32 wartos¢ b, utrzymuje sie¢ pomiedzy
0,1609 a 0,1745.
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Rys. 7. Rozrzut stalej bp dla
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4) Poziom cukru we krwi tuz przed dowozm glikozy zdaje si¢ nie
wplywaé na stalg b,, w obrebie tych wahan, jakie wykazuje zwierze pra-
widlowe na czczo, w 24 godziny po ostatnim positku.

5) Pora roku nie wykazuje zadnego wybitniejszego wplywu na stalg bp.
W miesigcach letnich oraz w okresie rui nie wykonywano do$wiadczen.

6) Szczegbélnie wazny okazal ‘sie zwigzek przyrostu glikozy we krwi
w pierwszej poélgodzinie dowozu z powierzchnig ciala oraz z pokrew-
nymi jej funkcjami wagi ciala. Wymaga on szczegblowego omoéwienia.

Poszukiwanie najlepszego sposobu wyrazenia dawki glikozy. Gdy po-
réwnano ze sobg stale, otrzymane czterema sposobami (b,, by34, byo,
b, ), okazalo sie (Tabl. 2), ze obliczone dla calego zespolu 112 do$wiad-
czen, posiadajg one podobny wspélczynnik zmiennosci (16,21%, 14,22%,
14,16%, 15,00%0). Wynik ten wydal sie bledny, gdyz przeczyl faktom, do-
strzeganym w tych i innych badaniach [27—30, 34] na kazdym kroku,

http://rcin.org.pl



118 M. WIERZUCHOWSKI 1269

a mianowicie, ze ocena przyrostu glikozy we krwi w stosunku do dawki,.
wyrazonej na 1 kg wagi ciala, nie jest miarodajna dla oceny usuwania
glikozy ze krwi, jak nie jest nig i dla wielu innych zjawisk w obchodze-
niu sie ustroju z glikoza, wprowadzang jednostajnie dozylnie. Natomiast
wierniej odpowiada faktom okreslenie dawki na jednostke powierzchni
ciala, lub na inne pokrewne wartosci. Jeden z dowodéw na to przedsta-
wiono na rys. 8.

Tablica 2

Catkowity zespol danych: 112 doswiadczen, 32 psy (). Jednostajny dowodz glikozy
przez zyle z roznymi predkosciami. Przecietne stale poczqtkowej minutowej zmiany
stezenia glikozy we krwi, wyrazone w czworaki sposéb, wedlug ogdlnego wzoru:

4 Cg._ao.

vj

B = t-Dowoz glikozy
Dawka glikozy obliczona Stata lOdchyle-‘ Wspot- |
dl 3 TV nie wzor- | czynnik |
[PESE | jednostke | znak przecietna minimum | maximum ! C€owe, zmien- |
wzoru [ | a nosci, & |
RS | - 2 0,1305! 0,2523 | o | >
[t L POwARIG } 7 ATl aeng i 46,8% : 168
BN | | 1300 | 28m - s |
wa/ gd4 wagi lbw.mj 1,968 | _ 28.9¢ ; 4599 | 0,28 14,2 '
1 kg0.73 o % 89 e L 268 4,16
I g0, wagi :bwo.,s: 1.894 2299 | 4699 \ 0. 14,
I i b 3,523 23Inl WHD ) 15,00
| W & wagi [2F | 023 | a8y i LT o ol
|

I — oznacza catkowitg 1loé¢ glikozy wstrzyknietq psu na godzine,
P — powlerzchnie ciala, W wage clala. Sposéb uzyskanla stalych w rozdziale 1. , Wynikow*
Odsetki pod minimum i maximum oznaczajg odchylenie od przecietnej.

Gdy psom wprowadzaé jednakowg ilosé glikozy na wage ciala,
a mianowicie 2 g na kg/godz, wywolane dowozem stezenie cukru we
krwi w polowie pierwszej godziny dowozu jest coraz wyzsze w miare,
jak wzrasta ich waga ciata. Mialy one przed dowozem prawidlowe steze-
nie cukru we krwi (Rys. 8). Wartosci w polowie pierwszej godziny wy-
stepuja w postaci pasa, a wiec sg nieco rozrzucone, co jest w czesci wy-
wolane tym, ze przygotowanie dietetyczne wahalo sie nieco co do stopnia
przewagi weglowodanéw w pokarmie od diety zawierajacej tylko czysta
sacharoze, albo sacharoze z niewielkim dodatkiem miesa, poprzez diete
nr 2 az do diety nr 1. Stopien zmiennosci diety byl do$¢ réwnomierny
poprzez cala dilugo$¢ pasa, odpowiadajaca rozpietosSci wagi ciata.

Jest rzecza widoczng, ze pas wartosci zawiera na dolnym brzegu
punkty o najlepszej sprawnosci w usuwaniu glikozy ze krwi, za$ na gor-
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Rys. 8. Wplyw rozmiaru osobnika (wagi ciala) na usuwanie glikozy ze krwi, ktorg
dostarczano stale z predkosciag 2 g na kg wagi ciala na godz. Stezenie cukru we
krwi przed dowozem glikozy i w polowie pierwszej godziny dowozu u 25 psow(9)
45 doswiadczen. Przy kazdym punkcie, otrzymanym podczas dowozu glikozy, po-
dano stalg b, bez nawiasu i stala by, w nawiasie. Punkty o podobnej stalej b,
polaczono liniami. Wzdluz tych linii, przy jednakowej stalej bp, stala b, wzrasta
wraz z wagg ciala. Rozmaite warstwy stalej b, zostaly wywolane odmiennymi die-
tami: im nizsza warstwa bp, tym wigksza przewaga weglowodandéw w diecie. Naj-
wyzsza warstwa przy stosowaniu diety nr 1. Wilgczono 18 doswiadczen na 6 psach,
ktoére zachodzg tylko w tym wykresie.
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127 ZAPOCZATKOWANIE WYSYCANIA GLIKOZA 119

nym oznaczenia o najgorszej sprawnosci. Przy kazdym oznaczeniu umiesz-
czono dwie cyfry: cyfra bez nawiasu oznacza b,, a wiec stalg przyrostu
glikozy we krwi dla dawki, podanej na 1 m® powierzchni ciala, za$ cyfra
w nawiasie jest stala by,, zatem odnosi” sie do takiegoz przyrostu, ale obli-
czonego dla dawki na 1 kg wagi ciala danego osobnika. Na dolnym brzegu
strumienia punktéw stala b, jest przewaznie bardzo niska. Gdy wybra¢
punkty o podobnej statej b, poprzez caly zakres wag ciala, i odczytaé przy-
nalezng do nich stala by, w nawiasie, okazuje sie¢, ze wzrasta ona wy-
bitnie wraz z waga ciala. Podobne zjawisko ujawnia sie takze w sSrodku
i na gérnym brzegu pasa wartosci. Dla uwidocznienia tego przeciggnieto
krzywe poprzez punkty o podobnej statej b,; przynalezne stale b, wzma-
gaja sie w nich wraz z wagg osobnika.

Dochodzi si¢ do wniosku ze prawdopodobnie na ogét b, jednostajnie
cddaje sprawnos$¢ w usuwaniu glikozy ze krwi poprzez calg skale wielko-
Sci badanych osobnikéw. Natomiast stala b, wykazuje swa zwiekszajacg
sie wartoscig, o ile zmniejsza si¢ usuwanie glikozy ze krwi w miare, jak
poteznieje waga ciala. Niewatpliwie stala b, pozwala wiec omingé blad
zwigzany z rosnaca waga osobnika.

Blad w ostatecznej ocenie, zawartej w tabl. 2, polegal na ztym doborze
materiatu. Nalezalo wymaga¢ w tych doswiadczeniach, by: 1) sprawnosc¢
'w usuwaniu glikozy ze krwi byla u badanych osobnikéw podobna, 2) bada-
ne zwierzeta mialy rozmaita wage bez przewagi wynikow uzyskiwanych
na jednych i tych samych osobnikach, 3) ich wskaznik odzywienia stat
blisko pasa optimum. Po wprowadzeniu tych wskazan wylonily sie dane
WZOrcowe.

Prawo powierzchni w statych wzorcowych. Udowodniono poprzednio,
ze wigkszo$¢ doswiadczen na psach Porc. i Zul. nie przyniosta wynikéw
prawidlowych: posiadaly one nizsze usuwanie glikozy ze krwi, niz inne
-osobniki. Wartosci psa Andro. nalezalo wykluczyé co najmniej ze wzgle-
du na diete nr 2, ktéra byl karmiony. Oprécz tego odrzucono pare po-
jedynczych oznaczen z tych samych powoddéw, co u dwoch pierwszych
psow, oraz z powodu zbyt niskiego wskaznika odzywienia. W ten sposéb
pozostala grupa 71 doswiadczen na 25 osobnikach (9 ), karmionych dieta
nr 1.

Zespét tych danych przedstawiono na rys. 9. Poczagtkowa zmiane mi-
nutowa rozmieszczono w stosunku do dawki glikozy, okreslonej w trojaki
sposéb. Rozproszenie punktéw jest najwigksze, gdy podaé¢ ja na kg wagi
ciala, znacznie mniejsze, gdy obliczyé¢ ja na kg®* lub na kg®®, a najmniej-
sze, gdy ja okre$li¢ na powierzchnie ciala. W tabl. 3 podano wspélczynnik
zmienno$ci dla staych, obliczonych tymi 4-ma sposobami. Wynika z niej,
ze przecietna stala b, wynosi 0,1631 (na m®), a wiec jest nizsza, niz
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Tablica 3

71 do$wiadczeni, uznanych za wzorcowe, na 25 psach (?) prawidtowych, spoczywa-
jacych. Przecietny wskaZnik odzywienia 0,300, przecietna temperatura w odbytnicy
38,6°. State przyrostu stezenia glikozy we krwi w pierwszej pétgodzinie jednostaj-
nego dowozu tego cukru z réznymi chyzosciami. Obliczenia dowozu glikozy czterema
sposobami, jak w tabl. 2. Wedlug przecietnych b niniejszej tablicy wykreslono proste

na rys. 9
Dowéz glikozy | Stata ‘ | Wspélezyn-
8 T T - - ——— — - - : I
wyrazony na ‘ ! ‘ Ay | X ‘Odchyleme nik zmien-
jednostke znak iprzecxetna minimum : maximum | wzorcowe | | o ... %
! | LARES,
m? powierzchni| b 0,1631 0,1324 |  0,1851 0,0140 | 859
—188% | 160% ,
kgd ¢ wagi byss | 1,910 1538 | 2,237 0183 | 955
—195% | 17.1% 1
kg0 wagi  |byom| 1824 1,497 2,126 0169 | 929
—179% | 165% '
kg wagi by 3,421 2313 | 470 | 0575 ‘ 16,80
—32,4% I 34y | 1
|

w tabl. 2 i waha sie w granicach od 0,132—0,189, ze wspdétczynnikiem
zmiennosci 8,59%0. Podobny wynik daje obliczenie na kg?/* ze wspélczyn-
nikiem 9,55% i na kg"™ ze wspélczynnikiem 9,29%. Natomiast przy obli-
czeniu na kg wagi ciala wspdlczynnik zmiennosci jest blisko 2-krotnie

(zestos¢ wystepowania
s
NN

MAN

Rys. 10. Czestos¢ wystepowa-
nia rozmaitych wielkosci sta- 2 7/ /
lej bp we wzorcowym zespole A

danych. Psy spoczywajgce, Q13 0% 015

dieta nr 1 Stata by

MW

wiekszy, 16,80%. Przecietne stale z tabl. 3 postuzyly do wykreslenia
krzywych. Z rozmieszczenia punktéw dla dawki na wage ciala na rys. 9
wcale nie wynika, by krzywa najlepiej przebiegajaca przez punkty byla
prosta, lecz wynika to niedwuznacznie z dwoéch innych czesci wykresu.
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Z wyzej postawionych wymagan wynika, ze najlepiej daloby sie wy-
Swietli¢ sprawe zaleznos$ci stalej od wielkosci osobnika wtedy, gdy roz-
siew punktéw jest najwiekszy w zwigzku z rozmaita wielkoscig osobni-
kéw. Na rys. 9 jest on najznaczniejszy dla 2 g, 7 g i 9 g na kg/godz. Wspél-
czynnik zmiennosci jest dla tych dawek: na powierzchnie ciala 7,33%, na
wage do 3/4 9,62%0, za§ wprost na wage ciata az 19,41%o.

Rys. 10 wykazuje regularne rozmieszczenie stalej b, w grupie do-
$wiadczen wzorcowych.

Przecietna stata na kg®/*, w wysokosci 1,910 + 0,183, oraz przecietna
na kg®™ 2126 + 0,169 moze sie okaza¢ pozyteczna, gdyz pozwala na obli-
czenie poprawnej stalej z samej tyllio wagi ciala, a wiec i na obliczenia
miedzygatunkowe.

5. Zmiany stezenia glikozy we krwi w dalszych okresach dowozu

Osobliwe cechy poczatkowego wzrostu glikozy we krwi szczeg6lnie
uwydatniajg sie, gdy je poréwnaé ze zmiang minutowa w dalszych okre-
sach jednostajnego dowozu, obliczong w podobny sposéb: Od koncowego
stezenia cukru we krwi w mg/100 ml odejmowano jego stezenie na poczat-
ku rozpatrywanego odcinka i dzielono przez czas jego trwania w minu-
tach. Punkty przynalezace do tego samego okresu, ale uzyskane przy réz-
nych V,, polaczono ze sobg krzywymi. W ten sposéb otrzymano ACkq/t dla
trzech dalszych okreséw: od 30 do 90, od 90 do 210 i od 210 do 330 mi-
nuty dowozu (Rys. 11). Gdy krzywe te zestawi¢ z krzywa okresu zapoczat-
kowujacego (0'—30"), mozna z wartosci otrzymanej w polowie pierwszej
godziny dowozu odczytaé przypuszczalny przebieg prawidlowych krzy-
wych cukrowych w dalszych godzinach dowozu. Jest to wiec punkt zacze-
pu dla przewidywania dalszego przebiegu dos$wiadczenia.

Na rys. 11 uderza przede wszystkim to, ze zmiany stezenia glikozy we
krwi w dalszych trzech okresach sg podobne do siebie w obrebie kazdej
z osobna V, tak, ze tworza u dotu wykresu splot krzywych, ktérych zmia-
na minutowa jest jednak stosunkowo bardzo niewielka w pordéwnaniu
z poczatkows. Poczatkowa zmiana minutowa posiada szeroko rozpostarte
widmo, ktére pozwala na do$¢ dokladne zrézniczkowanie. Warto poréw-
nac na rys. 11 rozmaite pasma tego widma AC} %/t ze zmiang minuto-
wa w dalszych okresach, odniesiong do parametru V,:

Dowéz ponizej granicy wysycenia enzymatycznego. Przy V, 20—100 g
na m?godz krzywe zmiany minutowej dla dalszych trzech okreséw do-
wozu (od 30'—330") przebiegaja w poblizu linii zerowej (Rys. 11). Jedyny
wyjatek stanowi okres od 30 do 90 minuty, kiedy w zwigzku z wystapie-
niem fazy II opada stezenie glikozy we krwi, a zatem zmiana minutowa
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Rys. 11. Unaocznienie roznicy miedzy zmiang minutows stezenia glikozy we krwi
(V. jugularis ext.) w okresie zapoczgtkowania (0'—30" dowozu glikozy), a miedzy dal-
szymi okresami dowozu: od 30'—80’, od 90’—210" i od 210'—330". Te same 4 psy spo-
czywajgce, co na rys. 1.
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jest ujemna (tu okazuje sie korzy$¢ z nazwania jej ,zmiang minutows”,
gdyz bywa czasem ujemna). Natomiast w dwéch dalszych okresach tego
pasa V, istnieje tak znaczna réwnowaga miedzy procesami usuwania gli-
kozy, a jej dowozem, ze stezenie glikozy we krwi utrzymuje sie niemal na
stalym poziomie. Stad wniosek, ze przy V,, ktére nie przekraczajg po-
czatkowej zmiany minutowej okolo 16,9 mg na 100 ml/min (= przyro-
stowi o okoto 500 mg/100 ml w polowie pierwszej godziny dowozu); dalszy
przebieg krzywych cukru we krwi w ciagu pieciu godzin utrzymuje sie
na tym samym poziomie, do ktérego zostal podprowadzony przez poczat-
kowg zmiane minutows.

Granica. Pomiedzy V, 100 a 120 g na m*/godz mniej wiecej znajduje
sie pasmo graniczne, przy ktérym uktady enzymatyczne u osobnikéw pra-
widlowych zblizaja sie do stanu wysycenia podlozem. Odpowiada to po-
czatkowe] zmianie minutowej pomiedzy 16,9 a 20,3 na 100 ml/min
(== przyrostowi glikozy we krwi w polowie pierwszej godziny pomiedzy
okolo 500 a 600 mg/100 ml).

Dowéz powyzej granicy wysycenia. Wreszcie powyzej V, 120 g na
m?®/godz zostaje wyraznie przekroczony stan réwnowagi miedzy dowozem
a najwyzsza sprawnoscia w usuwaniu glikozy ze krwi (Rys. 11). Byé¢ mo-
ze przyczynia sie do tego rowniez przekroczenie pulapu oczyszczania krwi
z glikozy przez nerki (por. rozdzial 3. ,,Wyniki”), ale w gléwnej mierze
jest odpowiedzialne wysycenie enzymatyczne, przynajmniej dla tej grupy
badan. Przy zwiekszaniu sie V, krzywe biegng coraz bardziej stromo ku
gorze, zblizajac sie do kata nachylenia, jaki posiada poczatkowa zmiana

minutowa. Dalsze czeSci krzywych nie zostana przedstawione na tym
miejscu.

OMOWIENIE
UWAGI OGOLNE

Pomyst przebadania zapoczatkowujacego okresu w przebiegu jedno-
stajnego dowozu glikozy zostal urzeczywistniony na wykonanym juz zbio-
rze doswiadczen, ktérych nigdy nie prowadzono z tg mys$la, ze kiedykol-
wiek ich okres poczatkowy bedzie przedmiotem osobnych badan. Wprost
przeciwnie, na okres ten zwracano najmniej uwagi, gdyz uwazano, ze do-
piero po wytworzeniu sie réwnowag w dalszym ciggu dowozu zjawiska
stajg sie miarodajne dla badacza, zwlaszcza, ze dow6z glikozy prowadzono
przez szereg dalszych godzin.

W miare jednak, jak przy zglebianiu zapoznanego okresu poczely si€
wynurza¢ prawidlowosci i odstepstwa, wylonila sie koniecznos¢ wyjasnie-
nia wielu danych przy pomocy nowych doswiadczen, wykonanych bardziej
udoskonalonymi sposobami.
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Mozno$ci tej zostal jednak autor catkowicie pozbawiony.

Wobec tego postanowiono nie uroni¢ zadnego faktu, chotby sie wyla-
mywal z szeregu innych, gdyz kazdy z nich mégl rzuci¢ Swiatlo na ca-
toksztalt danych. Stad przyszto do mozolnej analizy spostrzezen na psie
Porc., oraz do przytoczenia wszelkich dostepnych cech, ktére mogty po-
méc w ocenie wynikow (wskaznik odzywienia, powierzchnia, waga, tem-
peratura w odbytnicy).

Okres zapoczatkowujacy bedzie tematem szeregu dalszych doniesien,
w ktérych zostanie omdéwiona szerzej jego dynamika. Tymczasem zo-
stang naswietlone tylko fakty dotad opisane.

Z technicznego punktu widzenia szczegbélnym uproszczeniem w obec-
nie przedstawianych danych jest, ze podczas pierwszej péigodziny dowo-
zu wprowadzano wylacznie okolo 20% rozczyn macierzysty glikozy bez
dodatkowego dowozu wody. W ten sposéb objetos¢ wprowadzanej glikozy
i wody byla proporcjonalna do wagi ciala, ktérg kierowano sie przy daw-
kowaniu poczatkowym. Zaopatrzenie w wode w tym okresie bedzie omé-
wione w dalszym sprawozdaniu, podobnie, jak i stopien rozcienczenia
osocza oraz wydalanie moczu.

Jak wynika z wielu naszych doswiadczen w ciagu pierwszej poéigodziny
dowezu glikozy jej stezenie we krwi wzrasta nie linijnie, ale w postaci
zlozonej krzywej wykladniczej [6], ktérej nachylenie coraz bardziej tagod-
nieje w. miare uplywu czasu, co stosuje sie réwniez do V, nizszych [13, 12],
niz uzyte w obecnych badaniach. Krzywa ta jest wypadkowa nie tylko
opor6éw i potezniejacych ulatwien, ktére nastrecza kazdy narzad przejsciu
wen obu skladnikéw wprowadzanego rozczynu, ale takze jego osmotycz-
nego dzialania, ktére wcigga do krwi wode w rozmaitym stopniu z réznych
narzadow [18].

Na pewien szczegol nalezy polozyé¢ nacisk. W obecnych badaniach
w danych warunkach przygotowania dietetycznego, nawet u najsilniej
przyswajajacych, spoczywajacych pséw nie zdarzylo sie nigdy nawet przy
najnizszych V,, by szczyt krzywej cukru we krwi wystapil wezeéniej, niz
w polowie pierwszej godziny dowozu, takze i wtedy nie, gdy potem na-
stepowal bardzo wybitny spadek krzywej, zwiazany z fazg II. Gdyby
szczyt krzywej pojawial sie wczeéniej, a punkt w polowie pierwszej go-
dziny znajdowat sie juz na ramieniu zstepujagcym krzywej nie mozna by
w poprawny sposob obliczy¢ stalej b,. Nawet przy bardzo niskich V; krzy-
wa cukru we krwi jeszcze wzrasta krocej lub diuzej po 30 minucie dowo-
zu glikozy podczas dalszego wstrzykiwania.

Podobnie, jak w dawniejszych doniesieniach [27—32, 34], oparto sie
w obliczeniach wylacznie na przyroscie cukru we krwi ponad poziom jego,
oznaczony tuz przed dowozem glikozy, jak to sie zresztg stosuje réwniez
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szeroko w pisSmiennictwie. Mozna przeciw temu wysuna¢ zastrzezenia przy
tak subtelnych pomiarach, jak statej b,. Albowiem odejmowana wartosé
cukru we krwi wstepnej to glownie wytwor watroby, ktéra przestaje
wydziela¢ do krwi glikoze u psa juz przy calkowitym stezeniu cukru we
krwi 150—200 mg/100 ml, czyli przy AC,,,, okolo 50—100 mg/100 ml [3].
Wobec tego przy wszystkich zastosowanych V,, juz w ciggu pierwszej p6l-
godziny dowozu, watroba przestaje wyrzucaé¢ do krwi glikoze. Zdawaé¢ by
sie¢ moglo, ze w ten sposéb znika powo6d do brania w rachube jej czyn-
nosci w postaci odejmowania cukru wstepnego, skoro ta czynnosé juz nie
odbywa sie. Okazalo si¢ jednak [21], ze nawet wtedy, gdy po wstrzyknie-
ciu glikozy, czynnoé¢ ta zostaje zahamowana, wytworzona uprzednio gli-
koza pozostaje we krwi ponad godzine bez zmiany stezenia, widocznie
oszczedzana, gdyz w swych dzialaniach zostaje zastgpiona przez wstrzyk-
niety z zewnatrz cukier. Précz tego i ta czynno$é watroby jest prawdopo-
dobnie osobniczo zmienna, wobec czego nie byloby stosowne uzycie sche-
matycznych poprawek. Blad, wywigzujacy sie ze stosowania przyrostu
cukru we krwi ponad poziom wstepny, bylby wiekszy dla niskich V, niz
dla wysokich. W warunkach fizjologicznych watroba wydziela do krwi
0,16 g glikozy na kg/godz [3]. Jest to 1/6 najnizszej z zastosowanych V,
(1,00 na kg/godz). Przy najnizszych V, blad ten mogt wplywaé na obni-
zenie stalej b,, jednakowoz w miare wzrostu V, tracit na znaczeniu.

ZNACZENIE WYKRYTEGO ZWIAZKU MIEDZY STEZENIEM POCZATKOWYM GLIKOZY
WE KRWI A DAWKA TEGO CUKRU

W jakikolwiek  sposéb wyrazié przyrost glikozy we krwi w ciggu
pierwszej pélgedziny dowozu, czy jako przyrost na pét godziny, 4€0.%
czy tez na minute AC);*/t, streszcza on zachowanie wprowadzanej gli-
kozy; z jednej strony méwi o jej nagromadzeniu sie we krwi i plynach
stojaeych z nia w réwnowadze, z drugiej za$ o usuwaniu jej ze krwi i faz
stojacych z nig w zwiagzku.

Jezeli w obecnych badaniach wystepuja przy tym jakie§ prawidlo-
wosci, nalezy mie¢ na wzgledzie, ze obejmujg one znaczng skale predko-
sci dowozu, od takich, jakie zachodza fizjologicznie, az do krancowo wy-
sokich, ktére po paru godzinach dowozu doprowadzajg zwierze do zgonu.
Mogg wiec posiada¢é odpowiednio rozlegle znaczenie. W danych z pi$mien-
nictwa stosowano ostatnio przewaznie niskie dawki glikozy wprowadzane
dozylnie juz to naraz szybko [3, 5a, 8, 12], juz to jednostajnie [13, 12]
przez nieco dluzsze okresy czasu, ktére albo nie doprowadzaly do cukro-
moczu, albo tylko do cukromoczu nieznacznego stopnia. Uzupelniajg one
od dolu uzyta w obecnym doniesieniu skale V,.

Przyrost glikozy we krwi w zapoczatkowujacym okresie jednostajnego
dowozu glikozy posiada nastepujace wlasciwosci:
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1. Proporcjonalnos¢ do dowozu

Gdy wykresli¢ przyrosty stezenia glikozy we krwi w stosunku do do-
wozu glikozy (Rys. 1, 3, 9), umieszczonego na osi odcigtych, leza one
w przyblizeniu na linii prostej, pod pewnym nachyleniem do osi odcie-
tych, niezaleznie od tego, na jaka jednostke ustroju dowéz sie wyrazi
(Rys. 9). Sa wiec na szerokiej przestrzeni zastosowanych chyzosci dowozu
proporcjonalne do niego.

Prosta ta nie wykazuje zadnych zalaman, gdy ja wyznaczy¢ wielo-
punktowo u jednego i tego samego osobnika (Rys. 1). Dowodzi to, ze na-
wet, gdy stezenie glikozy we krwi dojdzie do wartosci, przy ktérych mogt-
by nastgpi¢ stan nasycenia enzymatycznego (pulap przetwarzania), krzy-
wa nie staje sie bardziej stroma. Widocznie stezenie glikozy we krwi jesz-
cze nie dowedrowalo do $rodowiska stykajacego sie z kazdym przyczol-
kiem enzymatycznym, czynnym przetworczo, tak, by krancowe natezenie
jego czynnosci moglo sie odbi¢ we krwi bardziej stromym przyrostem ste-
zenia glikozy we krwi. Zatem w tym okresie doswiadczenia krew jeszcze
nie odzwierciedla stopnia natezenia sprawnosci mas enzymatycznych.

2. Stosunek prostej do punktu zerowego osi wspolrzednych

Przy zastosowaniu znacznej rozpietosci szybkosci dowozu glikozy punk-
ty przyrostu stezenia wytyczaja prosta, ktéra u spoczywajacego prawidto-
wego osobnika przebiega dokladnie lub prawie dokladnie przez skrzyzo-
wanie osi wspéirzednych (Rys. 9).

Oznacza to, ze w chwili rozpoczecia wprowadzania nie zostaje urucho-
miony zaden czynnik, ktéry by czy to przyspieszal (np. insulina), czy to
hamowal (np. adrenalina) usuwanie glikozy ze krwi. Byé¢ jednak moze,
ze Wywigzujg sie oba rodzaje czynnikéw, ale ich wypadkowa nie odchyla
prostej od punktu wyjscia osi, w pierwszej podigodzinie wlewania glikozy
Sam zabieg wstrzykiwania dozylnego i zwigzane z nim urazy nié zdaja
si¢ doprowadza¢ do przemieszczenia prostej. Proporcjonalnos¢é do dowozu
zaczyna si¢ wiec u zera.

Szczegblne znaczenie tego szczegdlu kinetycznego wystapi w dalszych
doniesieniach, w ktérych zostang uwidocznione dzialania, przemieszcza-
jace prosta. Przyktad taki znajduje sie i w obecnym doniesieniu na rys. 2
(psy Porc. i Giz.).

3. Zalezno$é stosunku stezenie/dawka od wielkoSci osobnika

Zagadnienie, czy glikoza jest usuwana ze krwi w proporcji wprost
do wagi ciala, czy tez do czego$, co wzrasta znacznie powolniej, niz waga
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ciala, posiada powazne znaczenie biologiczne. Starano sie je wyswietli¢
w obecnym doniesieniu dla poczatkowego okresu dowozu, gdyz bylo to
wazne dla uje¢ ilosciowych.

Dotychczas przede wszystkim dla wchlaniania O, i funkeji z nim zwia-
zanych (wytworczo$é cieplna, przetwarzania tlenowe) udalo sie¢ wykryé
na rozmaitych poziomach fizjologicznych zaleznos¢ nie od wagi ciala, lecz
od powierzchni ciala, lub takich funkcji matematycznych wagi ciala, ktére
swa wielkos$cig sg bliskie wagi ciala, jak W3*(=W®?), lub W*? [4a, 15,
16]. W ten sposob zuzycie O,, oznaczone symbolem F, w postaci réwnania

F=a-W*3 Jub F=a-W%

stosuje sie poprzez $wiat dojrzalych ssakéow najrozmaitszej wielkosci.
Gdy obliczyé¢, ile tlenu zuzywa jeden kilogram zwierzecia, okazuje sie, ze
im zwierze wieksze, tym mniej tlenu zuzywa 1 kg jego wagi ciala, co sie
uzyskuje z powyzszego rownania przez podzielenie obu jego stron przez W.
Wtedy czynnos$é¢, przypadajaca na 1 kg wagi ciala rowna sie

VI; . a“%’,O'n‘: a-W-o2,

a wedlug drugiego réwnania:_ =a-W *%. Istotnie wiele sil czynnych,

w
ktére maja lacznos¢ z oddychaniem tlenowym, a zawartych w jednostce
wagi ciala, zmniejsza sie w miare, jak wzrasta wielkos¢ osobnikéw réznych
gatunkéw. W ten spos6b zmniejszajg sie na 1 kg wagi narzadu: wchlania-
nie O, przez skrawki narzadéw [26], stezenie cytochromu c [20] i oksydazy
cytochromowej [7], dehydrogenazy kwasu jabltkowego [9], glutationu [19]
i ilo$¢ mitochondriéw w watrobie [22b]. Lecz sg i sprzeciwy [2].

Gdy sie chce uja¢ iloéciowo zalezno$¢ miedzy usuwaniem glikozy ze
krwi w poczatkowym okresie dowozu, a wielkoscig osobnika, wystepuje,
jako czynnik wiklajacy, druga niewiadoma, a mianowicie osobnicza spraw-
no$é w usuwaniu glikozy ze krwi, tylokrotnie uwydatniana powyzej. Sta-
rano sie od jej wplywu uwolni¢ przy pomocy dwojakiego rodzaju do-
swiadczen:

a) W zespole zwierzat bardziej jednostajnie przygotowanych i posia-
dajacych bardzo podobny odczyn na dowéz glikozy doszlo do bardzo wy-
raznego poddania sie przyrostu glikozy we krwi jednostajnemu prawu
(linii prostej), gdy przyrost ten wyrazono na dawke glikozy, obliczong dla
P, W3/4 { WO (Rys. 9, Tabl. 3). Réznice w usuwaniu glikozy ze krwi, kt6-
re wystepuja u osobnikéw réznej wagi ciala, znikajg, gdy przyrost glikozy
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we krwi wyrazi¢ na dawke, odniesiong do powierzchni ciala lub funkcji
pokrewnych. Jest to zjawisko podobne, jak to, ktére dostrzegli badaczc
dla wchlaniania O, u osobnikéw réznej wielkosci (Rubner, Richet i inni),
przy koncu ubieglego stulecia.

b) W drugiej grupie doswiadczen wykazano (Rys. 8), ze nawet gdy sie
u prawidlowych osobnikow wywola pewng rozpieto$¢ natezenia sprawnosci
w usuwaniu glikozy ze krwi, mozna oddzieli¢ sprawnos¢ przetwoérczg od-
zaleznosci, sprzezonej z waga osobnika. W tej grupie dawka glikozy na
1 kg wagi ciala byla jednakowa dla wszystkich doswiadczen, natomiast
przygotowanie dietetyczne bylo nieco odmienne, w przeciwienstwie do
poprzedniego zespolu danych, w ktérych przygotowanie dietetyczne bylo
jednakowe, a dawki byly bardzo rozmaite. Okazuje sig, ze w miare jak
powigksza si¢ waga ciala, cukier we krwi rowniez wzrasta, i to podobnie
dla tych osobnikéw, ktore otrzymywaly prawie czysto weglowodanowa
diete i mialy niska stalg b,, np. od 0,11—0,13, jak i dla tych, ktére w diecie
otrzymywaly wiekszy odsetek bialtka i tluszezu i posiadaty b, 0,14—0,19.

Wyniki ulegaja ujednoliceniu i to zgodnie z podawana dieta, gdy je
wyrazi¢ przy pomocy stalej b,, a wiec na powierzchnie ciala, a nie na
wage ciala.

Niewlasciwo$¢ wyrazania przyrostu glikozy we krwi w stosunku do
dawki na wage ciala wystepuje szczgélnie wyraznie przy poréwnaniu ze
soba matych osohnikéw, usuwajacych (i przyswajajacych) glikoze gorzej,
jak Zul. i Porc., z oscbnikami wigkszymi, usuwajacymi (i przyswajajacymi)
glikoze szczegdélnie sprawnie, jak Andro. Przecietna stala b, jest dla
wszystkich trzech podobna: 3,859; 3,496 i 3,702, a wigc nic nie méwi o wy-
bitnych réznicach miedzy nimi. Réznice wydobywa dopiero na jaw stala HaT
Zul. 0,2056, Porc. 0,2128, wobec Andro. 0,1466, oraz stala by ss: Zul. 2,263,
Porc. 2,377, wobec Andro. 1,825.

Jakkolwiek pomiedzy powyzej opisanymi zjawiskami dla glikozy
a wchlanianiem O, istnieje ogniwo laczace w postaci zaleznosci od prawa
pewierzchni, jednak sa i réznice, jak na przyklad:

1) Przyrost glikozy we krwi dotyczy czegos, co gromadzi sie w ustroju,
a nie czegos, co w ustroju ,,znika”. Przyrost glikozy we krwi jest niezuzytg
resztg i tylko posrednio wyraza usuwanie ze krwi.

2) Przyrost glikozy we krwi jest oznaczany, jako stezenie. Mozna by
go przelozy¢ na ilos¢, gdyby ozna(,:zyé »przestrzen”, w ktérej przyrost
sie rozmieszcza.

Przypuszczalne wyjasnienie, jak przychodzi do gromadzenia sie gliko-
zy we krwi w zaleznosci od wagi osobnika, usituje daé rys. 12. Sily usu-
wajace glikoze ze krwi, zostaly przedstawione w postaci mitochondriéw
watroby. Wykazano [22b], ze liczba ich w 1 g watroby zmniejsza sie przy
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wzroscie wagi zwierzecia (od szczura do wolu) tak samo, jak zuzycie O,,
w proporcji do okolo W~ %27, W dwéch stykajacych sie ze sobg ukladach,
krwi i komdérkach narzadéw, krew jest odzwierciedleniem sil komérko-

m > . ;i . ..:.:l...‘

- . - . .
> .
d . L) . .
000)'foco 000)000
Narzady o oo ® B
ooojslooo 0o00)looo
kg kg

Waga osobnika 5 15

25kg

Rys. 12. Schemat zalezno$ci okresu zapoczatkowania od rozmiaréw osobnika, gdy
jego waga wynosi 5, 15 i 25 kg. Ziarna wewnatrz komoérek symbolizujg sily usu-
wajace glikoze ze krwi na przykladzie mitochondriow watroby. Rysunek nie uwzgled-
nia wplywu przepuszczalno$ci, wydalania glikozy z moczem itp. W miare, jak
wzrasta waga ciala, przy wprowadzaniu tej samej dawki glikozy na 1 kg wagi
ciata: we krwi stezenie glikozy zwieksza sie w proporcji do P lub W03 lub WO0.7,
za$ w narzadach (komorkach) przypuszczalnie maleje przecietna ilo$¢ sil usuwajag-
cych glikoze ze krwi na 1 kg wagi, jak W—027 lub W02,

wych, gdy sie wprowadza jednakowg dawke glikozy na kg wagi ciala.
W miare, jak powieksza sie waga osobnikéw badanych, zmniejsza sie ilos¢
sil czynnych w usuwaniu glikozy, przypadajaca na jednostke wagowa
tkanek, a glikoza we krwi gromadzi sie przed ujsciami, do ktérych nie
ma wstepu.

Gdyby byta znana objetos¢é przestrzeni, w jakiej rozmieszcza sie doply-
wajaca stale glikoza, mozna by obliczy¢, jakg ilos¢ glikozy odrzuca prze-
cietnie 1 kg narzaddéw, gdy waga osobnikéw podnosi sie. Bylaby to kon-
cepcja posredniej metody badania allometrycznego czynnosci narzadéw
u nietknietych osobnikéw réznej wagi ciala. Metoda bezposrednia okresla
wprost czynnos¢ wycietych narzadéw, lub ich czesci.

Na podstawie przytoczonych danych niepodobna dokladnie wyodreb-
ni¢ poszczegélnych drég usuwania glikozy ze krwi i orzec, ktéra z nich
i w jakiej mierze moze, w danych warunkach, zaleze¢ od wielkosci osob-
nika. Obowigzuje jednak pewna zasada. Gdy nerki sa prawidlowo spraw-
ne, niski przyrost glikozy we krwi wywoluje odpowiednio mate wydala-
nie glikozy z moczem, w mys$l zasad diurezy osmotycznej i sprzezonego
z nig wydalania cial rozpuszczonych, podlegajacych usunieciu. Obnizenie
si¢ stalej b, oznacza wiec w tych okolicznosciach wzmozone pobieranie
glikozy ze krwi przez tkanki pozanerkowe, zatem wzmozone jej przetwa-
rzanie, co wida¢ na rys. 1 u osobnika Andro. Natomiast przy zjawisku od-
wrotnym, a mianowicie przy podwyzszaniu sie statej b,, nalezy juz braé¢
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pod uwage nie tylko zmniejszenie przetwarzania, ale takze uposledzenie
czynnosci nerek.

Niektore ogélne wytyczne pozwalaja na przyblizong ocene, w jakim
stopniu poszczegélne drogi uchodzenia glikozy ze krwi mogg by¢ odpo-
wiedzialne za zalezno$¢ od rozmiaru ciala i czy istniejg jakie$s zasadnicze
sprzeciwy przeciw udzialowi ktérejs z nich w tym zjawisku:

a) Udzial czynnos$ci nerek

Niektore skladowe czynnosci nerek (saczénie kiebkowe, przeplyw oso-
cza przez nerke) wykazuja Scislejsza zaleznos¢ od powierzchni ciala, niz od
jego wagi [22a].

Wobec tego, w obecnych badaniach, w przypadkach, odznaczajgcych
si¢ wysokim cukromoczem (znaczne predkosci dowozu glikozy), mozna by
przypisa¢ uchodzeniu glikozy przez nerki pewng czes$é zaleznosci od po-
wierzchni ciala. Jednakowoz taka sama zawislo$é od powierzchni wyste-
puje takze wtedy, gdy cukromocz jest niewielki, albo, gdy go prawie wcale
nie ma (niskie predkosci dowozu). Jest wiec rzecza wysoce prawdopodobna,
ze takze i druga droga uprzatania glikozy ze krwi, a mianowicie droga
przetworczego zuzycia, widocznie stoi w Scislejszej lacznosci z powierzchnia
ciala, niz z jego waga.

b) Udzial zaleznoéci tlenowych

Na'obu gléwnych drogach usuwania glikozy ze krwi spotyka sie zalez-
nos¢ od zaopatrzenia tlenowego, a wiec zaréwno na drodze nerkowej, jak
1 przetwarzania. W obu przypadkach istnieje mozliwosé, ze udzial zalez-
nosci od przetwarzan tlenowych wniésie ze sobg takze zawislo$¢ od po-
wierzchni. Mechanizm nosny wchlaniania zwrotnego glikozy z wnetrza ce-
wek kretych do krwi wymaga podsycania energia, powstajaca z utlenian,
i zdaje sie by¢ proporcjonalny do powierzchni ciata. Jednakowoz docho-
dzi on do pulapu nasycenia juz przy stosunkowo niskim dowozie glikozy,
gdy zostaje osiggniete stezenie cukru w osoczu 200 mg/100 ml (,,prég”),
i od tego stezenia w gore utrzymuje sie na szczeblu najwyzszego nasyce-
nia, bez objaw6w ,,zmeczenia” [22a]). Nalezy wiec przypusci¢, ze juz przy
najnizszych predkosciach dowozu, tlenowe zuzycie glikozy na zaspokojenie
tego procesu (o ile ono moze w tych warunkach podnies¢ energie jonu fos-
foranowego na wyzszy poziom) ustala sie na pewnym pulapie, ktéry juz
nie ulega zmianie przy wzrastajacym dowozie i stezeniu glikozy we krwi.
Jako wartos¢ stala usuwa sie spod obecnych rozwazan. Co za$ do catkowi-
tego utleniania glikozy, obliczonego przy pomocy sposobéw kalorymetrii
posredniej, oznaczenia wykazaly, ze jest ono nieznaczne w pierwszej pol-
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godzinie dowozu w stosunku do calosci przetwarzanej glikozy (por.
punkt c¢). Gdyby jednak nawet przetwoérczo$é tlenowa grata wybitniejsza
role, nie mozna z goéry przesadzi¢, ze zalezno$¢ zuzycia O, od powierzchni
ciala przyjeta ogélnie dla warunkéw zwanych podstawowymi (w kilka-
nascie godzin po ostatnim positku, itd.) stosuje sie réwniez wtedy, gdy
ustréj zostaje obarczony ogromnymi ilosciami podioza. Nie podobna wiec
przyjac¢, ze tlenowe przetwarzanie glikozy skupia na sobie wylgcznie, albo
nawet w przewazajacym stopniu, zalezno$¢ usuwania glikozy ze krwi
od wielkosci osobnika, i ze inne drogi przetworczego usuwania od rozmia-
row osobniczych nie zaleza.

¢) Inne drogi przetwarzania, niz tlenowa

Jak juz wykazano [34] pomiedzy druga a czwartg godzing dowozu gli-
kozy, gdy zjawiska przetwoércze dobiegaja do szezytu, pulap najwyzszego
utleniania glikozy zostaje, praktycznie biorac, osiagniety juz przy przy-
roscie glikozy we krwi o 300 mg/100 ml ponad poziom podstawowy. Na-
tomiast calkowite przetwarzanie glikozy powieksza sie dalej przy dalszym
wzroScie stezenia glikozy we krwi do 800 mg/100 ml. Do tego wiec steze-
nia powigksza sie glikoliza (bezposrednio oznaczana), odkladanie gliko-
genu i tluszczu, mimo braku widocznego potegowania sie utleniania. Wy-

razem tego zjawiska jest iloraz oksydacyjny, glikoza prEChiL ona, na ca-

utleniona
tym nietknietym i nieuspionym zwierzeciu, dla tego okresu. Wynosi on
od okolo 2 przy niskich stezeniach cukru we krwi az do 5,5 powyzej
800 mg/100 ml przyrostu glikozy we krwi. Iloraz ten daje miare zaré6wno
udzialu utleniania w przetwarzaniu catkowitym, jak i zmniejszania sie
tegoz udzialu przy wzroscie stezenia cukru we krwi.

Natomiast dla calej pierwszej godziny dowozu glikozy, np. u psa Ordo.
(por. dane tabl. 1) iloraz ten jest znacznie wyzszy, gdyz najwidoczniej
utlenianie rozwija sie stosunkowo powolniej, niz inne drogi przetwércze-
go usuwania glikozy. I tu jednak przy wyzszym dowozie i wyzszym prze-
cietnym przyroscie glikozy we krwi wykazuje na 0gél wyzsze wartosci,
niz przy dowozach nizszych, co wida¢ z nastepujacego zestawienia (Tabl. 4).

Udzial utleniania jest wiec podczas catej pierwszej godziny dowozu
wybitnie mniejszy, niz od 2—4 godziny dowozu, a podczas pierwszej polo-
wy pierwszej godziny jest napewno jeszcze mniejszy. Poniewaz prawo po-
wierzchni dla poczatkowego przyrostu glikozy we krwi stosuje sie do
wszystkich uzytych szybkosci wprowadzania, prawdopodobnie obejmuje
takze przetwarzanie nieutlenianej czesci glikozy, a wiec wszystkie po-
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chodne glikozy, ktére sie tworzg w tych warunkach, i to takze na tym
odcinku predkosci doptywu czasteczek, na ktérym coraz bardziej zwiek-
sza sie proporcja nietlenowych drog przetwarzania.

Tablica 4
Udziat utleniania glikozy w przetwarzaniu catkowitym. Pierwsza godzina
jednostajnego dowozu glikozy przez zyle z réinymichyzosciami. Pies Ordo.
Blizsze dane w tabl. 1

| X

Dowéz glikozy ’ Pr;e::;tn;;:r;:;c;st Przetwarzanie . Utlenianie Iloraz

g na m¥godz | = a2 ;100 T2l g na m?/godz ' g na m?/godz | oksydacyjny
21,1 | 55 17,8 | ; 1 11
41,2 115 32,9 ' 2,9 12
62,7 186 446 3,7 12
85,9 248 56,9 5,0 11
105,8 317 64,5 6,1 12
126,8 410 74,5 41 19
148,8 549 61,0 h,9 12
169,4 560 86,4 5.4 16
191,6 { 632 94,7 [ 6,9 14

Ostatecznie dochodzi sie do przekonania, ze nie ma drogi uchodzenia
glikozy ze krwi, ktéra by nie mogla zaleze¢ od wielkosci osobnika w sen-
sie prawa powierzchni. Niniejsze doniesienie wskazuje na prawdopodo-
bienstwo tej zaleznosci u spoczywajacego osobnika nie tylko dla stanéw
najlzejszego obcigzenia, ale poprzez wszystkie stany posrednie az do ta-
kiego obarczenia (V,), ktére po kilku godzinach trwania konczy sie ciez-
kim wstrzasem i $miercig zwierzecia.

Gdy narzady, usuwajgce glikoze ze krwi, sa sprawne, stale bp, byoms
i by sq uniezaleznione od drég usuwania glikozy ze krwi. Sa wygodne
w uzyciu, gdyz w jednej cyfrze charakteryzuja sposéb obchodzenia sie
ustroju z glikoza. Nie wymagaja osobnego podania: 1) wielkosci osobnika,
2) predkosci dostarczania glikozy do krwi, 3) wartosci wstepnego stezenia
cukru we krwi, oraz 4) stezenia jego po 30 minutach jednostajnego dowo-
zu glikozy.

Jest to badz co badz uderzajgce, ze jeszcze po pdigodzinnym jednostaj-
nym dowozie rozczynu glikozy mozna we krwi wysledzi¢ kazdy gram gli-
kozy doprowadzonej, gdyz bez wzgledu na to, ile graméw glikozy wpro-
wadza si¢ naraz (w granicach, okreslonych w obecnym doniesieniu), kazdy
z osobna gram dowiezionej glikozy wytwarza taki sam przyrost glikozy
we krwi zylnej, odplywajacej z glowy psa (Vena jugularis ext.).
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4. Kat nachylenia prostej (stala b,)

W rozpatrywanym uktadzie zjawisk kinetycznych okresu zapoczatko-
wujacego kat nachylenia prostej $wiadczy o predkosci usuwania glikozy
ze krwi i plynéw z nig zwigzanych: im wieksze usuwanie glikozy ze krwi,
tym mniejszy kat nachylenia do osi odcietych, podajacej predkosci do-
wozu. Kat nachylenia, wyznaczony dla wielu chyzosci dowozu u jednego
i tego samego osobnika pozwala na subtelne wyodrebnienie poszczegol-
nych osobnikéw nawet, gdy ich wartosci znajdujg sie w obrebie uznanych
za wzorcowe (Rys. 1).

Sposréd rozleglej grupy osobnikéw o wzorcowym nachyleniu prostej,
cechujacym sie przecigtng stalg b, rowna 0,163, odcina sie wyraznie drobna
grupa zwierzat, ktére majg stalg b, przewaznie wyzsza, niz 0,190. Sg to
osobniki klinicznie zdrowe, a nawet czasem niezwykle wytrzymate (Porc.).
Na przykladzie osobnika Porc. opisano szczegblowo ich zachowanie sie
nie tylko w okresie zapoczatkowujacym, ale takze w dalszym przebiegu
wlewania, a takze w dlugim ciagu doswiadczen na jednym i tym samym
osobniku. Przyczyna zwiekszenia stalej b, zdaja sie by¢ w tym przypadku
zaré6wno uposledzenie lekkie czynno$ci nerek, jak i ogélnego przetwa-
rzania. Od dawna dostrzezono takie odczyny u osobnikéw zreszta pra-
widlowych [36], co zostalo potwierdzone przez pracownie K. Thomasa [25].
Nie mozna na pewno orzec, co doprowadza do takiego stanu.

5. Znaczenie stalej b, dla przewidywania dalszego przebiegu dowozu
glikozy oraz jako sprawdzianu dla poréwnywania doSwiadczen

Krzywa cukru we krwi w pierwszej pélgodzinie dowozu stanowi czes¢
ramienia wstepujacego tego odcinka poczatkowych krzywych cukrowych,
ktére nazwano niegdys$ faza I [36]. Dopiero po nim rozwing sie zjawiska
znamienne dla danej predkosci dowozu. A jednak nie jest to tylko okres
wysycania przedpola tkankowego glikoza, lecz takze czesciowego zuzycia
Qraz usuwania ze krwi na innej drodze. Stala b, zawiera zapowiedZ po-
tencjatu przetwoérczego, jaki bedzie panowal w dalszej czesci 6-godzinnego
wlewania (Rys. 2, 5) i w znacznej mierze sprawnosci przetworczej, ktora
bedzie istniala w ciggu znacznej czeéci zycia psa (Rys. 1, 2). Ale takze
i z innych powodoéw stata b, jest uzyteczna. Pozwala ona bowiem oceni¢,
z krétkiego poczatkowego odcinka dowozu, zdatnos¢ danego zwierzecia
do doswiadczen, mozliwosci dalszego przebiegu dowozu, pozwala przewi-
dzie¢, kiedy wystapia oczekiwane objawy, wysycenie enzymatyczne, pu-
lapy poszczegbélnych czynnosci, nieodwracalnosé itd.

Wysoka stala b, stanowi ostrzezenie, ze u danego osobnika krzywa
cukru bedzie przebiega¢ wyzej, niz u osobnikéw wzorcowych, ze szybciej
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przekroczy pulapy usuwania glikozy ze krwi, a wtedy szybciej dojdzie
do nieodwracalnosci u osobnika przecietnego (Zul.), cho¢ osobnik wy-
jatkowo odporny (Porc.) moze znie$§¢ bez szkody nawet stezenia cukru
we krwi, wywolujace zwyczajnie nieodwracalnosé. Wysoka stala b, nie
musi by¢ wlasciwoscia stalg danego osobnika i moze sie zdarzy¢, ze opad-
nie do wielkosci wzorcowej. Latwo sobie bowiem wyobrazi¢, Ze stan,
ktéry doprowadza do wysokich staltych b, moze ulega¢ wahaniom.

Jeszcze z innych wzgledéw stala b, okazala sie¢ cenna, a mianowicie
przy ocenie roznorodnego materialu doswiadczalnego podczas wlewan do-
zylnych glikozy. U osobnikéw réznej wielkosci dobieranie ‘doswiadczen
wykonywanych wsréd stosowania réznych V,.,'wedlug wysokosci statej b,
wprowadza porzadek tam, gdzie sie¢ zdawalo, ze sie go nie uzyska, i po-
zwala zaoszczedzi¢ trudu doswiadczalnego dlugotrwalych wlewan dozyl-
nych [24].

6. Poprawnos¢ oznaczenia stalej b,

Stala b,, oznaczona przy pomocy niskich wartoci obu parametréw,
ktére sie na nig skladaja, a mianowicie AC‘{;”’,t i V, posiada wigkszy
blad do$wiadczalny, niz przy wysokich wartoéciach V,. Prawdopodobnie
nalezy poklada¢ wieksze zaufanie w stale b, oznaczone przy wyzszych V,
gdy w ustroju dochodzi w dalszym przebiegu dowozu do poziomu glikozy
we krwi, ktory juz wywoluje najwyzsze przetwarzanie, a jeszcze nie do-
prowadza do pulapu najwyzszej sprawnosci nerkowej. Stala b, powinna
by¢ oznaczona w warunkach, stosowanych przy oznaczaniu podstawowej
wymiany gazowej. Zwierze nie powinno wykazywaé trwogi, drzenia, ru-
chéw miesniowych, ziajania itp. Wszelkie stany wzruszeniowe odbija sie
przede wszystkim na poczgtkowym okresie dowozu.

WNIOSKI OGOLNE

1) Zastosowano sposoby allometryczne do zapoczatkowujacego wysy-
cania ustroju glikoza w szczegblnych warunkach: przy szybko zmienia-
jacym sie skladzie nietknietego prawidlowego ustroju, karmionego w roz-
maitym stopniu podlozem latwo przetwarzalnym. Wykryto wzajemny sto-
sunek miedzy dwiema czes$ciami ustroju: a) z jednej strony zasobem sil,
zwigzanych z komérkowsa czescig ustroju, ktére zabieraja glikoze ze Srodo-
wiska wewnetrznego, b) z drugiej za$ strony szybkosSciag gromadzenia sig
glikozy w tymze $rodowisku. Wykazano, ze w miare, jak wzrasta rozmiar
osobnika, pomniejsza sie zaséb sil, przypadajacy na jednostke wagi ciala,
wskutek czego glikoza odpowiednio gromadzi sie przed uj$ciami dla niej
zamknietymi.
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2) Juz zatem w pierwszej pélgodzinie jednostajnego dowozu glikozy
przyrost jej we krwi jest nie tylko funkcja narzuconych warunkow i osob-
niczej sprawnosci, ale réwniez oprécz tego wynikiem ladunku sit, ktérym
jest obdarzona jednostka wagi ciala wedlug praw, przywigzanych do roz-
miaréw osobnika (np. W—%% do W-°?7), a nie do formuly jego odczynu na
wprowadzane podloze.

3) Z badan powyzszych wylania sie szczegblny rodzaj wiezi tkanek
miedzy soba w stosunku do glikozy. Sily przemieszczajace glikoze ze
krwi, a i czynne przy jej przetwarzaniu, rozdzielajg sie pomiedzy tkanki
wedlug zasady, ktéra zdaje sie w sumie dziala¢ podobnie, jak dla zuzy-
wania O, przez narzady. Poréwnanie obu tych wielkich czynnosci w roz-
maitych tkankach z punktu widzenia allometrii moze stanowi¢ pole do
dalszych badan.

Wydanie niniejszej pracy zostalo umozliwione wylacznie przez za-
silek, udzielony przez Polskg Akademie Nauk, Wydziat VI Nauk Me-
dycznych.

STRESZCZENIE

Dowozono glikoze przez zyle w ciggu szes$ciu godzin z jednostajng chy-
zoscig od 1—9 g na kg/godz, w do$wiadczeniach na spoczywajacych pra-
widlowych psach ().

Opracowano kinetyke przyrostu stezenia cukru we krwi pomiedzy po-
czatkiem dowozu glikozy a 30 minutg dowozu w stosunku do wywoluja-
cej ten przyrost dawki glikozy. W tym odcinku czasu stezenie cukru we
krwi bezustannie wzrasta przy kazdej dawece.

Posiada on nastepujgce cechy:

1) Zapoczatkowujgcy pélgodzinny przyrost glikozy we krwi (0§ rzed-
nych) powigksza sie linijnie proporcjonalnie do szybkosci dowozu (o§ od-
cietych) cukru.

2) Prosta ta przechodzi przez punkt zerowy osi wspbéirzednych.

3) Kat nachylenia prostej do osi odcietych zmniejsza sie¢ wraz ze wzmo-
zeniem usuwania glikozy ze krwi.

4) Przyrost cukru we krwi, przy jednakowej dawce na jednostke wagi
ciala, jest tym wiekszy (glikoza ze krwi jest tym gorzej usuwana), im
wiekszy rozmiar ciala ma osobnik. Réznice te ulegaja wyréwnaniu, gdy
dawke wyrazi¢é na powierzchnie ciala lub na wage do potegi /s lub 0,73
(,,prawo powierzchni”).

5) Wszystkie wymienione cechy zbiera w jednej wartodci stala, ktorej
wahanie dla wzorcowej grupy do$wiadczen wynosi * 8,6%.
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6) Pomiedzy stala a wydalaniem glikozy przez prawidlowe nerki
istnieje rownoleglos¢ w tym znaczeniu, ze przy niskim przyroscie glikozy
we krwi (niskiej statej) cukromocz jest mniejszy.

Stata wykazuje réznice osobnicze w usuwaniu glikozy ze krwi, oraz
wybitne odstepstwa, gdy zachodza uposledzenia wydalania glikozy przez
nerki lub przetwarzania. Pozwala ona przewidzie¢ z grubsza, z krétkiego
okresu zapoczatkowujacego, przebieg krzywych cukrowych w dalszym
ciggu nacukrzania, sprawnos¢ przetworczg w dalszych dluzszych odcin-
kach zycia psa, chwile wystapienia groznych objawéw znacznego wysy-
cenia glikoza, itd. Umozliwia takze dobdr zwierzat dos$wiadczalnych.
Ujmuje cyfrowo poczatkowy stosunek stezenie/dawka dla glikozy u da-
nego gatunku.

Dla osobnikéw, poddawanych wysokim nacukrzeniom, stworzono uktad
sprawdzianéw dla poréwnania, gdy zwierzeta te majg rézne state poczat-
kowego przyrostu glikozy we krwi.
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PRIMING OF THE SATURATION WITH INTRAVENOUS GLUCOSE
IN A RESTING DOG AND ITS BODY SIZE

Summary

Glucose was introduced intravenously over 6 hours at a steady rate
of 1—9 g per kg/hour, in 131 experiments on 38 resting normal dogs (7).
Kinetics of the rise of blcod glucose concentration was explored over
the first half hour of glucose supply in relation to dosage. The following
features were revealed:

1) Average halfhourly glucose increment in blood (ordinate axis)
during priming increases in linear proportion with the rate of glucose
supply (axis of abscissae).

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

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

4) Magnitude of the increment depends upon body size of the indi-
vidual but not directly upon body weight. Identical dose per unit body
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-weight is less efficiently 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) All the features referred to are accounted for by a constant with
a coefficient of variation of merely * 8.6% for the standard group of
data.

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

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

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

For individuals highly saturated with glucose and having different
constants of the initial blood glucose increment a system of criteria has
been built up for the purposes of comparison of the priming constant

with the further course of glucose disposal.
Otrzymano 31.12.1957 r.
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WSTEP

Biatka mozgu stanowig okolo 8% jego calkowitej wagi, a okoto 40%
wagi w stosunku do innych oprécz wody, skladnikow mozgu (Mc Ilwain
[19]).

Biatka moézgu mozna podzieli¢ na szereg frakcji réznigcych si¢ miedzy
sobg rozpuszczalnoscia w roztworach soli, w rozcienczonych roztworach
zasad i w rozpuszczalnikach organicznych, a takze zachowaniem sie wo-
bec enzyméw proteolitycznych (Pattadin [23], Logan i wspélpr. [17],
Lowry i wspéipr. [18]).

Stosunki ilosciowe, w jakich wystepuja te frakcje, nie sg jeszcze osta-
tecznie ustalone. Mimo szybkiego rozwoju badan cytochemicznych zmie-
rzajacych do ustalenia lokalizacji poszczegélnych enzyméw w tkance ner-
wowe]j (Haidoo, Pratt [10], Robins i wspélpr. [28, 29], Pope, Anfin-
sen [27]), nie zdolano dotychczas powigzaé z oddzielnymi frakcjami bial-
kowymi réznorodnych wlasnosci enzymatycznych, jakimi cechuje sie np.
homogenat tkanki mozgowej (Mc Ilwain [19]).

W ostatnim czasie przeprowadza sie proby zmierzajace do rozdzielenia
bialek mézgu przy pomocy elektroforezy bibulowej. Booij [2] wyodrebnil
ta droga 5 frakcji lezacych w obszarze globulin i 2 frakcje nazwane przez
niego frakcjami x, i x, posiadajace punkt izoelektryczny (PI), lezacy
w obszarze bardziej zasadowym niz PI globuliny surowiczej. Kreup [16].
Palladin i Polakowa [24] wyodrebnili 6 frakcji, a Kraweczynski i Drew-

*) Praca subsydiowana przez Komitet Biochemiczny PAN.

[139]
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nowska [13] — 9 frakcji. Badanie biatek mézgu przy pomocy elektroforezy
bibulowej ogranicza sie na razie do badania bialek rozpuszczalnych
w roztworach soli po uprzednim rozbiciu ich wigzania z lipoidami.

Biatka mozgu wystepuja przewaznie w postaci zlozonych komplek-
sow biatkowych takich, jak nukleoproteidy, fosfoproteidy, lipoproteidy
lub swoiste dla tkanki moézgowej proteolipidy (Folch i wspélipr. [7]).
Znacznego stopnia nietrwalto$é¢ tych komplekséw utrudnia w duzej mie-
rze prowadzenie badan zmierzajacych do ustalenia ich struktury i wias-
nosci. Kompleksy biatkowe stanowia prawdopodobnie posta¢, w jakiej wy-
stepuja biatka mdzgu w warunkach fizjologicznych. Sposréd tych kom-
plekséw szczegdélne zainteresowanie budzg kompleksy nukleoproteidowe
przede wszystkim ze wzgledu na ich szczegélng role, jaka odgrywaja
w procesie biosyntezy bialek w komérce. Dlatego tez przedmiotem na-
szych badan uczyniliSmy kompleksy nukleoproteidowe wyizolowane
z tkanki nerwowej myszek (moézg, moézdzek) (wg Mirsky’'ego i Pollistera
(21]).

W badaniach nad metabolizmem bialek moézgu szczegdlnie uzytecz-
nymi okazaly sie aminokwasy znakowane radioaktywnymi izotopami. Naj-
czesciej stosowano aminokwasy znakowane radioaktywna siarka %S (Gai-
tonde, Richter [9, 8], Clouet, Richter [3], Cohn, Gaitonde, Richter [4],
Paltadin, Wertaimer [25], Paltadin, Bielik, Kraczko [26], Rozengart, Ma-
stowa [30], Krawczynski, Silicz [14]), Nieczajewa [22]). Rzadziej postugi-
wano sie aminokwasami znakowanymi radioaktywnym izotopem wegla
"C (Sadikowa, Skworcewicz [31], Winnick i wspétpr. [39]).

W badaniach nad metabolizmem komplekséw nukleoproteidowych
i fosfoproteidéw stosowano szeroko radioaktywny fosfor **P (Skwirskaja,
Silicz [34, 35], Kreps i wspétpr. [15], Wiadimirow [40], Eggelhardt i Li-
sowskaja [6] i inni).

W naszych badaniach zastosowalismy D, L-tyrozyne znakowang
izotopem "C w grupie karboksylowej. Wybierajac jako indykator amino-
kwas, nie wchodzacy w sklad kwaséw nukleinowych, polozyliémy tym
samym giéwny nacisk na przebadanie procesu odnowy bialkowej czesci
nukleoproteidowego kompleksu. Umozliwilo to nam takze przebadanie
procesu odnowy innych biatek stanowigcych pozostalo$¢ po przeprowa-
dzeniu frakcjonowania (wg Mirsky’ego i Pollistera [21]).

Analogicznemu frakcjonowaniu poddaliSmy tez tkanke watrobowg
wychodzgc z' zalozenia, ze przy dootrzewnowym podaniu znakowanego
aminokwasu stanowi ona pierwszy narzad, przez ktéry aminokwas ten
przechodzi.

http://rcin.org.pl



31 BADANIA NAD METABOLIZMEM BIALKOWYM 141

METODYKA BADAN

A. Material doswiadczalny

Badania przeprowadzono na bialych myszkach wagi od 20 do 25 g.
Przez caly czas doswiadczenia zwierzeta znajdowaly sie na zwyklej diecie.

B. Wprowadzenie izotopu

Myszkom wprowadzono dootrzewnowo roztwér wodny D, L-tyro-
zyny znakowanej w grupie karboksylowej “C — w ilosci od 1800 do
4600 imp/min. na 1 g wagi. Zwierzeta zabijano przez dekapitacje po
uptywie 3, 6, 12, 24, 36, 48 i 72 godzin od chwili wprowadzenia izotopu.
W jednym do$wiadczeniu zabijano 25 myszek, ktérych narzady laczono
1 opracowywano razem.

C. Preparatyka biatka calkowitego z mézgu, mézdzku, watroby i surowicy
myszek

Po zabiciu zwierzat szybko wyjmowano mézg, moézdzek i watrobe.
Po optukaniu w fizjologicznym roztworze NaCl, osuszeniu bibulg filtra-
cyjna i zwazeniu — rozcierano w mozdzierzu do konsystencji kremu
(faczna waga narzadu z 20—25 myszek wynosila $rednio: watroba—11g,
mézg — 6 g, mézdzek — 2 g). 0,5 g roztartego narzadu przenoszono do
drugiego mozdzierza i rozcierano z 20-krotng objetoscig 10% roztworu
kwasu tréjchlorooctowego (TCO) i zostawiano przez 30 minut na lodzie.
Po uplywie tego czasu zawarto$é mozdzierza poddawano wirowaniu. Piyn
znad osadu wylewano pozbawiajac sie w ten sposob tej czesci znakowa-
nego aminokwasu, ktéra nie weszla w sklad biatek tkankowych. Na-
stepnie osad bialkowy plukano jeszcze 3-krotnie 3% roztworem TCO,
a nastepnie kolejno po jednym razie acetonem, alkoholem i eterem. Sil-
niej zwigzanych lipoidow pozbawiano sie przy pomocy ekstrakecji mie-
szankg chloroform-metanol (1:1) pod chlodnica  zwrotng 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 narzadu otrzymywano $rednio 60 mg) odwazano
10 mg na aluminiowa miseczke dostosowana do wymiaréw okienka licz-
nika Geigera-Millera i rozprowadzano w mozliwie réwnomiernej war-
stwie. Poza wymienionymi badaniami przeprowadzono réwniez badania
nad surowicg myszek. Do surowicy dodawano 10% roztwér TCO w pro-
porcji 1:10 i po 30 minutach odwirowywano. Dalej postepowano w spo-
sob opisany wyzej. Bialek surowicy nie frakcjonowano.
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D. Frakcjonowanie bialek moézgu, mézdzku i wqtroby

Roztarty do konsystencji kremu narzad mieszand przy pomocy mie-
szadla z 5-krotng objetoscia 0,14 M roztworu NaCl na lodzie w ciagu
1 godziny, wirowano i plyn znad osadu dekantowano do drugiego na-
czynia. Osad ekstrahowano ponownie w ciggu 30 minut takg sama obje-
toscig 0,14 M NaCl i wirowano. Plyn znad osadu lgczono z poprzednio
uzyskanym ekstraktem. Tak postepowano 6 razy. Polaczone ekstrakty za-
kwaszano przy pomocy 10% roztworu kwasu octowego do pH — 4,2 i zo-
stawiano w lodéwce na noc. Wytrgcone w ten sposéb bialka (Frakcja A)
odwirowywano. Plyn znad osadu wylewano, a osad mieszano z nadmia-
rem 10° roztworu TCO i postepowano dalej jak z bialkami catkowitymi.
Pozostalg po ekstrakcji tkanke ekstrahowano w analogiczny sposéb 1 M
roztworem NaCl. Polgczone ekstrakty rozcienczano 6-krotng objetoscig
wody destylowanej i zostawiano w lodéwce na noc, doprowadzajac
w ten sposéb do wytracenia frakcji B, ktérag w dalszym ciggu opraco-
wywano analogicznie jak frakcje A.

Pozostalos¢ po ekstrakecji 1 M NaCl zalewano 5-krotng objetoscig
1 n NaOH i zostawiano na noc. Po uplywie tego czasu rozdzielano eks-
trakt (Frakcja C) od osadu (Frakcja D) przy pomocy wirowania. Biatka
frakeji C wytrgcano nadmiarem 10°0 roztworu TCO, a biatka frakcji D
zalewano tymze roztworem TCO. Odwirowywano i postepowano dalej
w analogiczny sposéb jak z innymi frakcjami biatkowymi. Suma frakeji
A, B, C, D stanowi okolo 83% bialek caltkowitych moézgu i moézdzku
(Krawczynski i wspolpr. [13a]).

E. Oznaczanie stosunku N/P we frakcjach biatkowych

Dla kazdej frakcji biatkowej wyliczano stosunek N/P (stosunek pro-
centowych zawartosci), co umozliwialo stala jej charakterystyke. Po spa-
leniu prébki biatka ze stezonym kwasem siarkowym zawartos¢ azotu
oznaczano przy pomocy odczynnika Nesslera, a zawartos¢ fosforu wg Fi-
ske-Subbarowa (oznaczania przeprowadzano wg metodyki podanej przez
Hofejsi’ego i Slavika [11]).

F. Przygotowanie moczu i kalu do oznaczania radioaktywnosci -

Wystarczajacg ilos¢ kalu i moczu otrzymano w wyniku odruchowej
defekacji i odruchowego oddania moczu bezposrednio po dekapitacji zwie-
rzat. Kal suszono w cieplarce, rozcierano w mozdzierzu i porcje 10 mg
przenoszono do miseczki aluminiowej. Mocz w ilosci 0,3 ml nanoszono
na miseczke i odparowywano do sucha.
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G. Oznaczanie zawartosci zwigzkéw fenolowych w moczu

W 0,5 ml moczu oznaczano zawarto$é¢ zwigzkéw fenolowych za po-
moca odczynnika Folina wg metodyki podanej przez Hofejsi’ego i Sla-
vika [11].

H. Badania chromatograficzne i autoradiograficzne zwiqzkéw wydalanych
z moczem

Kontrolne badania chrométograficzne przeprowadzono stosujac tech-
nike chromatografii wstepujacej i uklad rozpuszczalnikéw: butanol-kwas
octowy-woda [36] w proporcjach 4:1:5. Autoradiografie chromatogramu
wykonano przy pomocy techniki stykowej. Poslugiwano sie blong rent-
genowska F-my Ilfordt, ktéra eksponowano w kasecie rentgenowskiej
w ciggu 72 godzin.

I. Oznaczanie radioaktywncsci

Radioaktywnos$¢ probek mierzono przy pomocy dzwonkowego licz-
nika GM typ MST-—17 prod. radzieckiej z mikowym okienkiem na prze-
liczniku elektrycznym prod. krajowej. Mierzono zawsze radioaktywnos$é
kilku réwnolegltych prébek. Za wiarygodne uwazano wyniki przewyz-
szajace najmniej w 50% radioaktywnosé¢ zerowa (tto licznika).

WYNIKI DOSWIADCZEN

Wyniki doswiadczen wyrazano w postaci ,,wzglednej aktywnosci wia-
sciwej“ (WAW) badanego preparatu.

Pod pojeciem WAW rozumiano wyrazenie:

imE/min/l mg biatka

WAW? )= ——=S et DC T
imp/min/1 mg zywej wagi
A. Biatka catkowite
Jak wynika z tabl. 1 — najwieksze nagromadzenie radioaktywnosci

ma miejsce w biatkach surowicy. Mniej radicaktywnosci nagromadza sie
w biatlkach watroby, a jeszcze mniej w bialkach mézgu i mézdzku. Naj-

1) Wartos¢ WAW = 100, oznacza przypadek, w ktérym aktywnos¢ danej frakeji réwna jest
déredniej aktywnoscl, ktéra wyniklaby przy réwnomiernym rozmieszczeniu jej miedzy wszystkie
tkanki 1 plyny Zywego ustroju.
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wigksze nagromadzenie radioaktywno$ci nastepuje w bialkach surowicy
po 3 godzinach, w biatkach watroby i mézgu po 12 godzinach, a w bial-
kach mézdzku po 24 godzinach od chwili wprowadzenia izotopu. Po uply-
wie 72 godzin w bialkach surowicy, watroby, mézgu i mézdzku mozna
stwierdzi¢ radioaktywno$¢ znacznie obnizong w stosunku do godzin po-
przednich.

Tablica 1

Zmiany ,wzglednej aktywnosci wlasciwej” (WAW) biatek calkowitych w ciqgu
3—72 godz od chwili wprowadzenia “C-tyrozyny

|

Bialka Od chwili wprowadzenia “C-tyrozyny uplynelo godzin |

\
catkowite e | ‘ s e
L s @ - A2 24 36 48 72
| R T 2= SN W, L 9=dd g
’ i Wzgledna aktywnos¢ wiasciwa (WAW)
| Ch e 1 | S U O R
Surowicy 242 209 210 ’ 179 150 135 72
Watroby 0 | 66 | 174 | 112 92 70 50
| Mézgu 28 a0 e | Ve |29 |l om
| Moézdzku 20 i - a8t | w97 33 a | 12
B. Frakcja A

Najwigcej radioaktywnosci (Tabl. 2) gromadzi sie we frakcji wyizo-
lowanej z watroby, mniej we frakcji wyizolowanej w mézdzku, a naj-
mniej we frakcji wyizolowanej z mézgu. Maksimum radiocaktywnosci
zostaje osiggniete dla frakecji wyizolowanej z watroby po 12—24 godz.,
dla frakecji otrzymanej z mézdzku po 24—36 godz., a dla frakcji otrzy-
manej z mézgu po 36—48 godzinach.

Tablica 2

Zmiany ,wzglednej aktywnosci wlasciwej” (WAW) frakcji A (tj. biatek rozpuszczal-
nych w 0,14 M NaCl) w ciqgu 3—72 godz od chwili wprowadzenia C-tyrozyny

i Od chwili wprowadzenia ''C-tyrozyny uptyneto godzin |

| = | Wzgledna aktywnos$¢ wilasciwa (WAW)

|

l == ,

Frakcja A 'N/P| 3 | 6 12 24 | 3 | 48 | m /
Watroby | 17 | 71 | 87 IJ

L | ’ 100 @ 92 28
Mézgu | 23 28 | 21 B L 0 | 19
Mézdzku |27 | 16 | s7 | 76 | 109 | 125 | 46 n |
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C. Frakcja B

Najwiecej radioaktywnosci (Tabl. 3) gromadzi sie we frakcji otrzy-
manej z watroby, mniej we frakcjach otrzymanych z mézgu i mézdiku.
Maksimum radioaktywnoéci: frakcja watrobowa — po 3 godzinach, mézdz-
kowa po 24 godzinach i moézgowa po 36—48 godzinach od chwili wpro-
wadzenia “C-tyrozyny.

Tablica 3

Zmiany ,wzglednej aktywnosci wtasciwej” (WAW) frakcji B (tj. bialek rozpuszczal-
nych w 1 M. roztworze NaCl) w ciqgu 3—72 godzin od chwili wprowadzenia
UC-tyrozyny

l Od chwili wprowadzenia "C-tyrozyny uptyneto godzin

| FrakcjaB (N/P| 3 | 6 | 12 | 24 | 38 | 48 |

Wzgledna aktywnos$é¢ wlasciwa (WAW)

e :
Watroby 14 161 72 62 | 53 | »54 57 | 56
Mézgu 24 21 | 20 6 | 19 | 38 | 8% skt
Mézdzku 20 25 19 18 34 | 21 (21l
8 S (1 e o | LY AL o8
D. Frakcja C

Z tablicy 4 wynika, ze radioaktywno$¢ gromadzi sie przede wszyst-
kim we frakcji watrobowej. Mniej radioaktywnosci gromadzi sie we frak-
cji mézgowej i moézdzkowej. Maksimum radioaktywno$ci mozna zaobser-
wowac¢ dla frakeji C watroby po 12 godzinach, dla frakcji C mdzgu po
36 godzinach, a dla frakcji C mdzdzku dopiero po 48 godzinach.

Tablica 4

Zmiany ,wzglednej aktywnosci wiasciwej” (WAW) frakcji C (tj. biatek rozpusz- '
czalnych w 1 n NaOH) w ciggu 3—72 godzin od chwili wprowadzenia “C-tyrozyny

! ' od chwili wprowadzenia ""C-tyrozyny uptyne¢lo godzin l

—

‘FrakcjaC L T A BT R 8 | 12 |

Wzgledna aktywno$¢ wlasciwa (WAW) ‘

I

|
3 [ DI T 4

‘ : | |
| Watroby | 152 94 | 92 143 100

|

& 4 |
| Mozgu 36 15 20 33 25 | 37 34 29 |

! 29 34 11

| Mézdzku | 41 | 18 21 14 16
| | |
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E. Frakcja D

Z przytoczonych w tabl. 5 danych wynika, ze najwiecej radioaktyw-
nosci gromadzi sie we frakcji otrzymanej z watroby i mniej kolejno we
frakcjach otrzymanych z moézgu i mézdzku.

Maksimum radioaktywnosci osigga frakcja D watroby po 36 godzi-
nach, frakcja D mézgu i mézdzku po 24—48 godzinach.

T a®h'llca+b

Zmiany ,,wzglednej aktywnosci wilasciwej” (WAW) frakcja D (tj. bialek nierozpusz-
czalnych w 1nNaOH) w ciggu 3—72 godzin od chwili wprowadzenia UC-tyrozyny

l : Od chwili wprowadzenia “C-tyrozyny uptyneto godzin

| Frakcja D | N/P| 3 g |2 24 | 38 8 | 12

s g g ‘Wzgledna aktywno$é wiasciwa (WAW) e

i ] |

. Watroby 126 66 63 102 | 96 | 133 61 ’ 22 f
Mozgu 52 6 ‘ 26 35 | 32« 27 42 17
Mézdzku 50 6 14 8. o8 29 32 1 |

F. Wydalanie zwiqzkéw radioaktywnych z moczem i katem

Jak ilustruje tabl. 6 — w ciggu pierwszych 12 godzin wydala sie z mo-
czem bardzo duzo zwigzkéw radioaktywnych. Maksimum wydalania przy-
pada w 3 godziny po podaniu “C-tyrozyny. Wydalanie z moczem zwiaz-
kéw dajacych zabarwienie z odczynnikiem fenolowym Folina przebiega

Tablica 6

Wydalanie zwigzkéw radioaktywnych i zwiqzkéw dajqcych zabarwienie z odczyn-
nikiem fenolowym Folina

| Od chwili wprowadzenia ""C-tyrozyny uptynelo godzin
|  Wydalono ‘ 3 i E 12 AIET e | I P | (s

24 8B .- 48 72
Wzgledna aktywno$é wlasciwa (WAW)
| ] |
z moczem | 3987 | 1092 | 741 | 42 [ 12 l 26 23
| z katem 91 120 200 | 60 | 30 | 35 28 |

I Ekstynkcja X100 ,
z moczem 200 [ 135 ( 74 32 | 48 | 46 40

|

rownolegle z wydalaniem radioaktywnych zwigzkéw z moczem. Z ka-
lem wydalaja sie znacznie mniejsze ilosci zwigzkéw radioaktywnych niz
z moczem, z maksimum wydalania przypadajacym w 12 godzin po wpro-
wadzeniu '*C-tyrozyny.
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Na radiochromatogramie (Rys. 1) otrzymano plame 2A odpowiada-
jaca umiejscowieniem plamie 2B, ktéra jest plamg 'C-tyrozyny. Plamy
1Ai1B pocho&za od niezidentyfikowanych zwigzkéw radioaktywnych nie
dajacych zabarwienia z ninhydryna, bedacych prawdopodobnie przy-
padkowym zanieczyszczeniem preparatu.

Rys. 1. Chromatograficzna identyfikacja zwigzkéw radioaktywnych wydalanych
Z moczem

14 — Plama zwigzku radioaktywnego wystepujgcego w moczu 1| nie dajgcego zabarwienia
z ninhydryng
18 -— Plama zwigzku radioaktywnego wystgpujacego w preparacie **‘C-tyrozyny nie dajgcego
zabarwienia z ninhydryng
2A — Plama zwligzku radloaktywnego wystepujgcego w moczu dajgcego zabarwienie z ninhydryna
2B — Plama odpowladajgca “C-tyrozyny

DYSKUSJA

Na podstawie przytoczonych wyzej wynikéw mozna stwierdzi¢, ze
przewazajaca cze$¢ podanej '“C-tyrozyny zostaje wydalona w postaci
wolnej z moczem w ciggu pierwszych 12 godzin. Jest to prawdopodob-
nie forma D-tyrozyny bezuzyteczna dla organizmu jako material do syn-
tezy bialek tkankowych.

L-tyrozyna po dostaniu sie do ustroju zostaje czeSciowo wydalona
przez nerki, czeSciowo ulega utlenieniu prowadzgcemu ostatecznie do
kwasu fumarowego i kwasu acetooctowego, czeSciowo stanowi materiat
wyjsciowy do produkcji adrenaliny, tyraminy i melaninu i wreszcie wcho-
dzi w sklad bialek tkankowych i bialek surowicy.
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Zagadnienie syntezy bialek tkankowych z wolnych aminokwaséw jest
problemem o pierwszorzednym znaczeniu dla poznania istoty przemian
wewnatrzkomérkowych i wyjasnienia wielu czynnosci fizjologicznych po-
szczegblnych tkanek. Przebieg procesu syntezy bialek w tkance nerwowej
jest dotychczas zagadnieniem niemal nie znanym, chociaz z duzym stop-
riem prawdopodobienstwa mozna przypuszczaé, ze wilasnie rozwigzanic
tego zagadnienia przyczyni sie do ostatecznego wyswietlenia nadzwyczaj
ztozonego mechanizmu réznorodnych czynnosci tkanki nerwowej. Jak
w kazdej tkance w ustroju, tak samo i w tkance nerwowej, szczegblna
rola w procesie syntezy bialek przypada nukleoproteidom wystepujacym
w duzej ilosci zaré6wno w jadrze, jak i w protoplazmie komérek nerwo-
wych. W wyodrebnionych przez nas z tkanki mézgu i mézdzku frakcjach
biatkowych, sadzac po zawartosci w nich fosforu, przewazajaca wiekszoéé
stanowia nukleoproteidy, wsréd ktoérych postugujac sie danymi Bielozier-
skiego [1], Mamoilowa, Orlowa [20] i innych, mozna wyrézni¢ kompleksy
nukleoproteidowe o stabo zwigzanym kwasie nukleinowym (dajace sie
estrahowa¢ roztworami soli) i kompleksy, w ktérych kwas nuklei-
nowy jest silnie zwigzany z bialkiem (nie dajace sie ekstrahowaé roztwo-
rami soli).

Dotychczasowe badania nad kompleksami nukleoproteidowymi pro-
wadzone przy pomocy radioaktywnego fosforu (Skwirskaja i Silicz [34,
35]), Kreps i wspoélpr. [15]), lub tez metodami cytochemicznymi (Hy-
den [12], Edstrom [5]), ograniczaly sie wlasciwie do badania jednej tylko
czesci kompleksu, jakim jest kwas nukleinowy pomijajac zupelnie jego
czeS¢ biatkowa. Dopiero w naszej poprzedniej pracy (Krawczynski, Si-
licz [14]), w ktérej postugiwaliémy sie 33S-metioning, przedmiotem badan
byla biatkowa czes¢ kompleksu nukleoproteidowego. StwierdziliSmy wow-
czas, ze zarbwno w substancji bialek, jak i substancji szarej mézgu kota
po uplywie 24 godzin od chwili podskérnego podania *S-metioniny naj-
wigksze wlgczenie *S zaobserwowano we frakcjach biatkowych dajacych
si¢ ekstrahowaé¢ 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] postugujac sie réwniez 35S-metioning i przeprowadzajac rozdzie-
lenie poszczegélnych biatek tworzacych frakcje jgdrowsg mitochondrialna
i mikrosomalng komérek nerwowych, przy pomocy 1 M roztworu NaC]
i 1 n roztworu NaOH stwierdzili, ze najwiekszym nagromadzeniem radio-
aktywno$ci cechuje sie mikrosomalny nukleoproteid nierozpuszezalny
w 1 M NaCl, a rozpuszczalny w 1 n NaOH. Autorzy ci przypuszczaja tez,
ze nukleoproteid ten najpierw koncentruje aminokwasy i dopiero pézniej
przekazuje je innym bialkom. Ta interesujaca hipoteza wymaga jednak
jeszcze potwierdzenia eksperymentalnego.
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Miarg szybkosci syntezy biatka w ustroju mogg byé tzw. krzywe od-
nowy biatka znane od czaséw badan przeprowadzonych przez Schoenhei-
mera [32] i jego .szkole. Jezeli na osi odcietych bedziemy odklada¢ war-
tosci, np. WAW (wzglednej aktywnosci wlasciwej), na osi rzednych czas
w dniach lub godzinach, jaki uplynal od chwili wprowadzenia do ustroju
zwierzecia znakowanego aminokwasu, otrzymamy krzywa o charaktery-
stycznym wygladzie, bedaca ilustracjg przebiegu procesu odnowy da-
nego biatka. Krzywa taka sklada sie z dwu ramion: ramienia wstepuja-
cego zakonczonego maksimum i ramienia zstepujgcego. Ramie wstepu-
jace odpowiada procesowi gromadzenia sie znakowanego aminokwasu
bialka w wyniku jego wbudowywania w czasteczki tegoz bialka. Ramie
zstepujace odpowiada procesowi wydalania znakowanego aminokwasu
w wyniku rozpadu czasteczek bialek zawierajacych ten aminokwas i za-
miany ich przez czasteczki nie znakowane.

Dla bialek mézgu tego rodzaju krzywe opracowali Gaitonde i Richter
[8, 9], a ostatnio Palladin, Bielik i Kraczko [26].

Syqtezy bialek w tkance mézgu i mézdzku nie mozna traktowaé
w oderwaniu od calosci gospodarki biatkowej ustroju. W gospodarce tej
centralne miejsce zajmuje watroba jako narzad produkujacy wieksza czeéé
bialek surowicy, ktére wg Whipple i Maddena [38] znajduja sie w stanie
dynamicznej réwnowagi z biatkami komérkowymi wszystkich tkanek
i odgrywaja role mediatora w wymianie aminokwaséw przez bialka tkan-
kowe (Tarver, Morse [37]).

Przy dootrzewnowym podaniu aminokwasu, jak juz wspomniano wy-
zej, watroba stanowi pierwszy narzad, przez ktéry przechodzi wchio-
niety z jamy otrzewnowej znakowany aminokwas. Dlatego tez otrzy-
mane doswiadczalnie dane dotyczace odnowy bialek catkowitych watroby,
poszczegélnych frakeji watrobowych, reprezentujacych rézne kompleksy
nukleoproteidowe (Frakcje A, B, C) oraz bialek surowicy, cechuja sie
wyzszymi wartosciami WAW niz dane dotyczace odnowy bialtek moézgu.
Swiadczy to o do$é zywej odnowie tych bialek. Wolniejsza odnowa ce-
chuje si¢ frakcja D watroby, ktéra mozna uwaza¢ za frakcje tzw. bialek
strukturalnych tworzacych nierozpuszezalny ,,szkielet biatkowy” komorki.

Wplyw watroby na przebieg procesu syntezy bialek w moézgu i mézdz-
ku moze byé znacznie mniejszy niz w przypadku innych tkanek ze
wzgledu na istnienie bariery mézgowo-rdzeniowej tworzacej dla central-
nego systemu nerwowego wyodrebnione w pewnym stopniu $rodowisko
wewnetrzne. Dlatego tez przedyskutowanie przebiegu procesu odnowy
bialek mézgu i mézdzku wymaga uprzedniego przedyskutowania pro-
blemu bariery mézgowo-rdzeniowej. Nieuwzglednianie tego zagadnienia

http://rcin.org.pl



150 J. KRAWCZYNSKI, I. DREWNOWSKA, Z. FLESZYNSKI, M. RYCAJ [12]

bylo przyczyna daleko idacych rozbieznosci w pogladach poszczegélnych
badaczy zajmujacych sie badaniem dynamicznego stanu biatek moézgu.

Tarver i Morse [37] oraz Winnick, Friedberg i Greenberg [39] stwier-
dzili, np., ze podane dozylnie, dootrzewnowo lub doustnie znakowane
aminokwasy wzglednie wolno wlaczaja sie w bialka moézgu. Autorzy ci
na podstawie przeprowadzonych badan wyprowadzili wniosek stwierdza-
jacy znacznego stopnia nieruchliwo$¢ bialek moézgu.

Tymczasem Gaitonde i Richter [8, 9] oraz Clouet i Richter [3] stwier-
dzili, ze biatka mo6zgu sa bardzo ruchliwe i cechujg sie nadzwyczaj szyb-
kim przebiegiem procesu odnowy. Autorzy ci podawali znakowane amino-
kwasy dokomorowo, a wiec omijajac bariere mézgowo-rdzeniowg. W nie
opublikowanych badaniach wlasnych stwierdziliSmy réwniez, ze ilosé S
wigczonej w biatka mézgu i mézdzku krélika po uplywie 24 godzin jest
60 razy wieksza wtedy, gdy aminokwas zostal podany dokomorowo, niz
wtedy, gdy zostal podany podskérnie.

W pewnej sprzecznosci z podanymi wyzej faktami stojg wyniki po-
dane przez Nieczajewg [22] oraz Palladina, Bielika i Kraczko [26], kto-
rzy juz w 2—3 godziny po podskérnym podaniu znakowanego amino-
kwasu stwierdzili znaczne nagromadzenie radioaktywnoséci w biatkach
C.S.N. Autorzy ci postugiwali si¢ wprawdzie znacznie wiekszymi od nas
dawkami radioaktywnego aminokwasu i by¢ moze w tych warunkach juz
po 2 godzinach ilo$¢ wlaczonego w biatka mézgu radioaktywnego izotopu
stala si¢ uchwytna eksperymentalnie.

Niemniej jednak wyniki te wydaja sie podwazaé¢ powszechnie przy-
jete przekonanie o znaczeniu i mechanizmie dzialania bariery mézgowo-
-rdzeniowe]j, potwierdzone eksperymentalnie przez innych badaczy ra-
dzieckich (Wtadimirow [40], Skaczkowa [33]).

Wplyw bariery mézgowo-rdzeniowej na osiagniete przez nas wyniki
dotyczace przebiegu procesu odnowy bialek mézgu jest bardzo wyrazny.
Wartosci WAW z wyjatkiem wartosci WAW bialek calkowitych mézgu,
wznosza sie leniwie do wartosci maksymalnej, ktéora zwykle jest do$é ni-
ska. Spadek wartosci WAW réwniez nie jest gwaltowny. Swiadczy to
o istnieniu stanu pewnej réwnowagi miedzy procesami syntezy i rozpadu
czgsteczek bialka zawierajacych znakowany aminokwas, ktéry w nie-
wielkiej ilosci niezmieniajgcej sie znacznie w przeciggu dluzszego czasu
doplywa do miejsca, gdzie odbywa sie¢ synteza bialek mdzgowych. Bialka
catkowite modzgu okazaly sie bardziej ruchliwe od bialek médzdzku.
Z frakcji bialkowych najwigkszg ruchliwoscia cechowala sie frakcja A,
ktéra uwazamy za frakcje nukleoproteidéw plazmatycznych. Pozostalte
frakcje okazaly sie malo ruchliwe. Uzyskane wyniki sa wiec zgodne
z wynikami naszych poprzednich badan [13], réznig sie natomiast od wy-
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nikéw Clouet i Richtera [3], zwlaszcza w odniesieniu do jego podfrakcji B
otrzymanej z mitochondrii odpowiadajacej mniej wiecej naszej frakeji C.
Nalezy tu jednak zaznaczyé, ze warunki doswiadczalne, w jakich byty
wykonywane obydwie prace, do$¢ znacznie roznily sie od siebie, co juz
samo przez sie moze by¢ chociaz czeSciowo przyczyng istniejgcych roz-
bieznosci.

Przy poréwnywaniu ruchliwosci frakeji biatkowych mézgu i mézdzku
wyjatkowa pozycje zajmuje frakcja A otrzymana z moézdzku myszy. Frak-
cja ta cechuje sie wicksza aktywnoscig procesu ocdnowy niz analogiczna
frakcja otrzymana z mézgu myszek. Podobne dane dla nukleoproteidéw
moézdzku krolikéw otrzymali poslugujgc sie **P (Skwirskaja i Silicz [34]
oraz Kreps i wspdlpr. [15]). Ten ostatni por6wnujgc te wyniki z wynikami
uzyskanymi na nukleoproteidach mdzgu i moézdzku psa, gdzie nukleopro-
teid moézgu jest bardziej ruchliwy niz nukleoproteid moézdzku, prébuje
wyjasni¢ to zjawisko wyzszym poziomem rozwoju ewolucyjnego central-
nego systemu nerwowego psa, kiedy nastepuje wyrazne juz dominowanie
mo6zgu nad moézdzkiem. To samo wyjasnienie mozna zastosowaé i w od-
niesieniu do myszy.

W tablicy 1 dotyczacej odnowy bialek catkowitych mdzgu i mézdzku
spotykamy maksima nie odpowiadajace maksimom zadnej z przebadanych
przez nas frakcji biatkowych. Zjawisko to mozna wyjasnié odrzuceniem
W czasie pracy preperatywnej niektérych frakcji biatkowych, wéréd kto-
rych mogly znajdowaé sie frakcje zaréwno bardziej jak i mniej ruchliwe
od frakeji bedacych przedmiotem naszych obecnych badan.

Po uplywie 72 godzin od chwili wprowadzenia myszkom !*C-tyrozyny,
wartosci WAW zaréwno bialek calkowitych jak tez i poszczegblnych frak-
cji i to zaréwno bialek watroby, mézgu i mézdzku, jak tez bialek suro-
wicy stajg sie bardziej zblizone do siebie. Swiadczy to o dazeniu orga-
nizmu do osiggnigcia stanu rownowagi izotopowej cechujacej sie $rednim
(w przyblizeniu) stezeniem izotopu w ustroju (,,average isotope concen-
tration”).

STRESZCZENIE

1. Postugujac sie wartosciami WAW, gdzie WAW — wzgledna
aktywnos¢ wtlasciwa preparatu

imp/min/1 mg biatka

WAl = imp/min/1 g wagi

X 100,

przebadano przebieg procesu cdnowy biatek catkowitych moézgu i moézdz-
ku jak réwniez bialek calkowitych watroby bedacej dla nas narzadem
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kontrolnym, po podaniu bialym myszkom tyrozyny znakowanej *C w gru-
pie karboksylowej. C-tyrozyne podawano dootrzewnowo. Przebadano
tez przebieg procesu odnowy bialek surowicy. Stwierdzono, ze najszyb-
ciej odnowa zachodzi w biatkach surowicy, wolniej w bialkach watroby,
a jeszcze wolniej w biatkach moézgu i mézdzku.

2. Bialka mézgu, mézdzku i watroby rozfrakcjonowano na 4 frakcje,
ktére nazwano frakcjami A, B, C, D. Frakcja A obejmowala bialka roz-
puszczalne w 0,14 M NaCl, frakcja B — bialka rozpuszczalne w 1 M NaCl,
frakcja C — biatka rozpuszczalne w 1 n NaOH, a frakcja D biatka nieroz-
puszczalne w 1 n NaOH. Najszybciej odnawiajgca sie frakcja okazala sie
frakcja A. Natomiast najwolniej odnawiajaca sie — frakcja D. Poniewaz
frakcje A, B, C s3 kompleksami nukleoproteidowymi, mozna wyciagnaé¢
pewne wnioski o znaczeniu tych ostatnich w procesie syntezy biatka w ko-
morce nerwowej.

3. Oméwiono tez role bariery moézgowo-rdzeniowej podkreslajac jej
ujemny wplyw na wyniki badan okreslajacych ruchliwosé biatek mozgu
przy dootrzewnowym podaniu radioaktywnego indykatora.
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P P

STUDIES IN PROTEIN METABOLISM OF THE BRAIN CEREBELLUM WITH
“C-LABELED TYROSINE

Summary

1. Analysing the values of RSA

(RSA — Relative Specific Activity) — the turnover process of the total
protein of the brain and cerebellum of white mice as well as the total
protein of the liver beeing the control organ, after intraperitoneal ad-
ministration of “C-labeled tyrosine was studied. The turnover of serum
proteins was also studied. It was found that the turnover was most
active in serum protein, less active in the protein of 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 of these compounds in the synthesis of protein in nerve cells.

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

Otrzymano 31.10.1957 r.
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Wada [13] w 1930 r. z soku melona wyizolowat i zidentyfikowal amino-
kwas, ktéry nazwal cytruling. Miettinen i Virtanen [11] w 1952 r. w ba-
daniach nad olchg wykryli w niej duze ilosci wolnej cytruliny (do 2% sm).
Aminokwas ten wystepuje réwniez w stosunkowo duzych iloSciach w so-
ku ogoérka.

Krebs i Eggleston [9] w 1955 r. stwierdzili obecnos¢ ,fosforylazy cy-
trulinowej” w podkietkowanych nasionach grochu i dwu odmianach fasoli.
, Fosforylaze cytrulinowy” wykryto uprzednio w watrobie zwierzecej i nie-
ktérych mikroorganizmach [9]. Enzym ten zdolny jest w obecnosci fosfo-
ranéw lub arsenianéw rozkladaé cytruline do ornityny, amoniaku i dwu-
tlenku wegla.

Poniewaz obecnosé¢ cytruliny zwigzana jest z cyklem ornitynowym
u ssakoéw, wielu badaczy przypuszcza, ze cykl ten istnieje réwniez u ros-
lin. W 1955 r. Kasting i Delwiche [7] w krotkim komunikacie sugerujg
istnienie takiego cvklu w melonie (Watermelon)j. Sugestie te opieraja au-
torzy na badaniach z zastosowaniem 2"C-ornityny i *C-argininy. W 1957 r.
Coleman i Hegarty [3] stosujac przy dokarmianiu jeczmienia i bialej ko-
niczyny '*C-ornityne stwierdzili na autoradiogramach znaczny wzrost za-
wartosci cytruliny, argininy i proliny oraz nieznaczny przyrost aktywno-
$ci kwasu glutaminowego, y-aminomaslowego i glutaminy. Ci sami auto-
rzy powoluja sie na swoja wczesniejszg prace, gdzie wykazali w jeczmie-
niu przemiane cytruliny do argininy. Wykryli oni réwniz $lady radio-
aktywnosci mocznika. Nie wykryto obecnosci wolnej ornityny, co wg
autoréw zwigzane jest z szybka jej przemiang do cytruliny, argininy
i proliny.

W 1957 r. Reuter [12] dokarmiajac w sterylnych warunkach galgzki
leszezyny azotanem amonowym lub mocznikiem stwierdzit kilkakrotne

[155]
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zwiekszenie sie zawartosci cytruliny jak rowniez argininy oraz w mniej-
szym stopniu asparaginy.

Z badan nad organizmami zwierzecymi wiadomo, ze do syntezy cytru-
liny z ornityny niezbedna jest obecno$¢ karbamyloglutaminianiu [2].
W 1955 r. Jones, Spector i Lipman [6] stwierdzili, ze niektére bakterie
zdolne sa syntetyzowac¢ cytruline w obecnosci karbamylofosforanu (CAP).
Wykazali oni réwniez, ze CAP moze zastgpowaé¢ karbamyloglutaminian
w syntezie cytruliny przez organizmy ssakow.

Przyjmujac za podstawe prace: Jones, Spector, Lipman [6], postano-
wiono przebada¢ mozliwos¢ syntezy cytruliny w niektérych roslinach mo-
tylkowych.

METODYKA

Karbamylofosforan litu (CAP) otrzymywano wg metody Jones, Spec-
tora, Lipmana [6] uzyskujac preparaty o czystosci okolo 85—95%.
Do oznaczania zawartosci cytruliny przyjeto metode oparta na zna-

nym tescie Fearona w modyfikacji Lazarjewa [10]. Lazarjew adsorbowatl
cytruline z ekstraktéw zwierzecych na permutycie.

W toku sprawdzania metody stwierdzono, ze posiadane przez Pracow-
nie¢ odmiany permutytu nie adsorbuja catkowicie cytruliny (wolna zasada)
z wodnych roztworéw. Sam autor zresztg twierdzi, ze aktywnosé adsorp-
cji jest r6zna w réznych permutytach. Przeprowadzono prébe na katio-
nicie, amberlit IR-120 (Standard grade) (produkcji: Rhom and Haas Com-
paay, Philadelphia USA) i uzyskano 100% adsorpcji. Poniewaz na ambar-
licie IR-120 adsorbuja sie réwniez w réznym stopniu tryptofan, mocznik
i allantoina, ktére podobnie jak cytrulina daja barwne polaczenia z dwu-
metyloglioksymem, przeprowadzono préby usuniecia tych zwiazkéw z am-
berlitu. Zaréwno allantoina, jak i mocznik adsorbuja sie na amberlicie
stabiej niz cytrulina. Wtasnosé te wykorzystano do ich usuniecia.

Kolumny z amberlitu przygotowywano w sposéb nastepujacy: szklana
rurke zespawang z dwu czesci o réznych srednicach (dolna o dlugosci 8 cm
i @ 0,5 cm oraz gorna o dlugosci 10 cm i ¢ 1 cm) napelniano luzno amber-
litem IR-120 do wysokosci 5 cm. Regeneracji amberlitu dokonywano wg
metody opisanej przez Archibalda [1] dla amberlitu IR-100. Przez kazda
kolumne przepuszczano 10 ml 10% roztworu chlorku sodowego, ptukano
5 ml wody destylowanej i nastepnie przepuszczano 10 ml 10 kwasu sol-
nego (Archibald stosowal 36%0 kwas solny; okazalo sie jednak, ze stezony
kwas solny niszczy amberlit). Kolumny plukano 25 ml wody destylowanej,
suszono 5 ml alkoholu etylowego i nastepnie 5 ml eteru etylowego. W kon-
cu suszono kolumny pradem powietrza przez 2—3 minuty. Szybkos¢ prze-
puszczania plynéw przez kolumne wynosita 30—40 kropli na minute.
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Wodne roztwory cytruliny (wolna zasada), allantoiny i mocznika w ilo-
Sci 3—5 ml (w zaleznosci od stezenia) przepuszczano przez kolumne.
W przesgczu wykrywano duzo allantoiny i mniej mocznika. Pozostate ilo-
$ci mocznika i allantoiny wymywano z kolumny, ptuczac pod pompa wod-
na poczatkowo 25 ml wody destylowanej, a nastepnie 50 ml 0,3% roz-
tworu chlorku sodowego. Szybkos¢ wymywania wynosita 2—3 krople na
sekunde. Cytruline eluowano z kolumny przy pomocy 6 ml 4% roztworu
NH, (dwie porcje po 3 ml) z szybkosciag 30—40 kropli na minute. Wy-
mieszany eluat dzielono na dwie rowne czesci, przygotowujac w ten spo-
s6b dwie réwnolegle proby do oznaczania. Dalej postepowano zgodnie
z metody Lazarjewa [10]. Intensywnos$¢ zabarwienia prob poréwnywano
w kolorymetrze Leitza stosujac filtr C. Wyniki analiz ilustruje tablica 1.

Traolleanr)

Wymywanie z_ kolumny amberlitowej IR-120 allantoiny i mocznika w roztworach
wodnych zawierajqcych cytruline

przepuszczono przez kolumne Ns{gﬂ\' wykryto '
~ c;truliny mocznika allantoinyi e l
‘ | WERES
| |

55 0 0 54

0 60 0 0

0 0 60 0

48 60 0 48

48 0 60 47

48 60 60 417

0 60 ‘ 60 0 '

Jak wynika z tablicy 1, allantoine i mocznik mozna wymy¢ iloSciowo
z amberlitu przed eluowaniem cytruliny.

Tryptofan adsorbuje sie na amberlicie podobnie jak cytrulina. Mozna-
go usuna¢ z roztworu przez bromowanie przed adsorpcja na kolumnie.
W praktyce zaniechano jednak bromowania ze wzgledu na poréwnawczy,
w stosunku do kontroli, charakter oznaczen.

Obecnos¢ cytruliny, ornityny oraz innych aminokwaséw wykrywano
réwniez chromatograficznie. Chromatogramy wykonywano zaré6wno me-
toda krazkowa, jak i zstepujaca w ukladzie fenol-nasycony woda w atmo-
sferze amoniaku. Czas rozwijania wynosit 24—30 godzin, a temperatura
18—20°C, uzywano bibuly Whatman nr 1. Wynikéw badan chromatogra-
ficznych nie interpretowano ilosciowo.
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CZESC DOSWIADCZALNA

Doswiadczenia przeprowadzano na kietkach roslin zar6wno zielonych,
jak i etiolowanych. Materiatem doswiadczalnym byly nastepujace rosliny
motylkowe: fasola szparagowa odmiany Ksiezniczka Holenderska, groch
Majowy, groch Szesciotygodniowy, tubin bialy, stodki, lubin niebieski wa-
skolistny (Lupinus angustifolius) oraz soja Mazowiecka. Nawazki do badan
pobierano w postaci wierzchotkowych lisci, licieni lub korzeni.

Badania rozpoczeto na fasoli [8] inkubujagc rézne czesci roslin z L(+)
dwuchlorowodorkiem ornityny (E. Hoffmann-La Roche) i CAP. Sposéb
wykonania i warunki inkubacji byly nastepujace: dokladnie odwazong
mase roslinng w granicach od 2 do 3 graméw umieszczano w mozdzierzach
o Srednicy 9 cm. Do przygotowanego w dwu kolbkach buforu tris (2-ami-
no-2-hydroksymetylo-1-3-propandiol) + kwas maleinowy o pH 8,2 [5] do-
dawano odpowiednie iloéci ornityny i CAP. Z pierwszej kolbki pipeto-
wano 3 ml buforu do préby kontrolnej, a do pozostatej reszty buforu do-
dawano ornityny w substancji w ilosci 25 rmoli na 3 ml buforu. Z kolbki
tej pipetowano 3 ml do kombinacji ,,ornityna”. W dalszym ciggu do obu
kolbek dodawano CAP (w substancji) w iloéci 40 mmoli na 3 ml buforu.
Po szybkim i dokladnym rozpuszczeniu CAP przez wymieszanie pipeto-
wano z pierwszej kolbki do kombinacji ,,ornityna + CAP”, z drugiej za$
do kombinacji ,,CAP”. Préby natychmiast rozcierano lekko w mozdzie-
rzach, zeby umozliwi¢ przedostanie sie substratu do tkanek w czasie inku-
bacji. Po roztarciu umieszczano natychmiast mozdzierze w termostacie
z przewiewem w temperaturze 26-28°C na 90 minut mieszajac dokladnie
co 30 minut. Po inkubacji hamowano czynno$¢ enzyméw przez dodanie
alkoholu etylowego do stezenia 70% objetosciowych.

Wyciggi przygotowywano wg metody stosowanej przez Miettinena
i Virtanena [11] przez trzykrotne rozcieranie préb w mozdzierzu z 70%
(objet.) alkoholem etylowym i wirowanie (3 razy po 10 min przy 2—4 ty-
sigcy obrotéw/min). Zebrany wyciag alkoholowy o objetosci 75—100 ml
odparowywano w lazni wodnej o temp. 40—50°C pod zmniejszonym cis-
nieniem do 2—5 ml i przenoszono ilociowo do kolby miarowej dopelniajac
wodg do 25 ml. Cze$¢ wyciagu odbialczano przy pomocy wodorotlenku
kadmowego [4], skad pobierano préby do oznaczania cytruliny. Wyciag
nieodbialczony stuzy! do badan chromatograficznych. Wszystkie wyniki
z oznaczen iloSciowych przeliczano na mg’o $wiezej masy roslin.

WYNIKI

Tablica 2 przedstawia wyniki badan nad wplywem czasu inkubacji na syn-
teze cytruliny w wierzchotkowych lisciach etiolowanych kietk6w fasoli. W opar
ciu o otrzymane wyniki postanowiono utrzymaé 90-minutowy czas inkubacji.
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Tablica 2

Wplyw czasu inkubacji na synteze cytruliny przez liscie kietkow fasoli odmiany
Ksiezniczka Holenderska

| ros$liny 22-dniowe {| rosliny 25-dniowe
€285 | kontrola | ornit. + CAP | kontrola | ommit. + CAP
inkubacji|
| g zawartos¢ cytruliny w mg % Swiezej masy
15 min 12 o2 [~ 15 98
30 min 12 110 || 14 106
45 min 10 138 [ 18 125
; 90 min 9 l 113 | 13 126

Dane dotyczgce doswiadczen z pozostalymi roslinami motylkowymi
ilustruje tablica 3.
Tablica 3
Biosynteza cytruliny w kietkach roslin motylkowych

‘ Zawarto$é cytruliny w mg % $wiezej masy

-]
; & Liscie ’ LiScienie | Liscie | Liscienie
RoSlina u 8 - 5
3T Zielone B Etiolowane
i B B| k|o+cap| k |o+car | k |0icar | k | o+car

Fasola Ksiezniczka |

Holenderska 12 — — —_ — 13 83 6 10
14 | — — - - 25 96 | 10 17
7 | o S Ry ey (SR B ¢ | % | 8| 12

Eubin niebieski “ s

waskolistny 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

Eubin bialy stodki 10 | 5 17 [P10°] 80 9 30 [ 6| 20
11 5 14 10 22 9 19 5 14
15 6 16 8 25 10 29 6 17

Groch Majowy 6 0 185 0 71 - —_— - =
12 6 75 11 64 v 70 8 64
16 | 10 90 | 12 61 12 80 10 62
20 18 133 19 46 14 85 21 46

Soja Mazowiecka 10 0 19 0 13 0 30 0 11
14 2 23 4 16 5 27 2 11
16 0 21 3 19 4 25 6 14
18 3 29 oS 13 | 9 38 6 16

K = kontrola O+ CAP = ornityna + karbamylofosforan

Przebadano réwniez w dwu doswiadczeniach synteze cytruliny w roz-
cierach podkietkowanych nasion razem z zarodkami po 72 godzinach mo-
czenia w wodzie w temperaturze 25°C.
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Tablica 4

Biosynteza cytruliny w nasionach podkietkowanych (nasiona moczono w wodzie
przez 72 godziny w temp. 25°C)

i Zsa_wartoéé_cyﬁ_ruliny w rg_gfl; éwigiejlasy

‘i Roslina Kontrolai CAP EOrnityna Or:ig:;+

; Groch Majowy | i [ i

| do$wiadczenie 1 7 ; 6 5 53

: doswiadczenie II 8 i 8 9 62 |

‘ | g

; Soja Mazowiecka! i ] ‘
doswiadczenie I 7 | 8 0 | s1

| do$wiadczenie II; 8 i 10 ; 8 ' 60

Wyniki badan chromatograficznych wykonanych na ekstraktach z fa-
soli Ksiezniczka Holenderska przedstawiaja zalgczone zdjecia 1 i 2.

Rys. 2. Etiolowane liScie 12-dniowych
kieltkéw fasoli Ksiezniczka Holenderska

1. Kontrola (bufor tris + kw. malein.)
2. Dodano ornityny + CAP

3. Kontrola + cytrulina (standard)

4. Eluat z kolumny (standard cytrul.)
S

6.

Kontrola Ornit.+CAP

4 Fare : : Standard cytruliny (wodny roztwor)
Rys. 1. Etiolowane liScie 15-dniowych Eluat z kolumny odbiatczony (kombina-

kietkow fasoli Ksiezniczka Holenderska cja ornit. + CAP)

Poza doswiadczeniami z inkubacjg rozcier6w przeprowadzono dwie
proby syntezy cytruliny przez proszki acetonowe. Proszki przygotowano
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z nasion grochu Szesciotygodniowego w oparciu o metode opracowanag
przez Walkera i Meyersa [14] dla preparatyki argininobursztynazy z macz-
ki Canavalia ensiformis. Wyniki tych doswiadczen przedstawia tablica 5,

Tablica 5
Biosynteza cytruliny w proszkach acetonowych z grochu odmiany ,,Szesciotygodniowy”

' _Do$wiadczenie 1 | Doswiadczenie II |
| Frakcie prosu | DONSt0 | wykeyo| 2003 | Wolerto
acetonowego g ° v .| cytruli- |, " .| ceytruli- |
‘ |mkubacn' Dy W ug {inkubacji i wig|
[ | W 8 | 4 | W pg :
| Kontrola 0 C I R e
frakcja I | |
pH 5,4—5,1 405,0 85,0 ' 243,0 51,0
frakcja 11 ‘
pH 5,1—4.,6 405,0 10,0 243,0 7.5
. frakcja III
i pH 4,6—4,2 405,0 7,5 2430 i 6,0

Uwaga: Wszystkie kombinacje poza kontrolg byly inkubowane w obecnosci CAP. Warunki
inkubacji podobne jak przy rozcierach. 1 =
Podane w tablicy iloéci ornityny byty dodawane do 4 ml inkubatu.

z ktérej wynika, ze proszki acetonowe z frakcji I o pH 5,4—5,1 wykazuja
enzymatyczna katalize syntezy cytruliny w przeciwienstwie do frakcji II
i III, ktére tej zdolnosci nie posiadaja.

DYSKUSIJA

Przedstawione wyniki oraz fotografie chromatograméw wskazuja, ze
badane odmiany roslin zdolne sg do syntezy cytruliny w obecnosci CAP
i ornityny. Do syntezy cytruliny w warunkach doswiadczenia niezbedna
jest obecnos$¢ karbamylofosforanu (CAP). Proby inkubowane tylko z orni-
tyng wzglednie z CAP nie wykazuja syntezy cytruliny. Reakcja syntezy
cytruliny z ornityny i CAP jest reakcjg katalizowang enzymatycznie, po-
niewaz CAP + ornityna dodane do tkanki podgrzanej do 100°C nie wy-
kazuja syntezy cytruliny.

Jak mozna wnioskowaé z tablicy 3 poszczegélne czeSci tych samych
roélin oraz rosliny- zielone i etiolowane réznig sie pod wzgledem zdolnosci
do syntezy cytruliny. I tak na przyklad liscienie we wszystkich zbadanych
przypadkach (z wyjatkiem lubinu bialego stodkiego nieetiolowanego) wy-
kazuja zmniejszong zdolnosé syntezy cytruliny w poréwnaniu z lis¢mi

zaréwno etiolowanymi, jak i nieetiolowanymi. o
Ponadto wykonano jedno doswiadczenie na korzeniach szesciodnio-

wych kietkéw grochu Majowego. Uzyskany wynik w wysokosci 210 mg®/s
cytruliny wskazuje na duzg enzymatyczna aktywnos¢ korzeni.
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Intensywno$¢ zabarwienia plam chromatograméw wskazuje na to, ze
w reakcji przemiany ornityny w obecnosci CAP i miazgi roslinnej obok
cytruliny zwieksza sie¢ wyraznie zawarto$¢ kwasu glutaminowego, gluta-
miny i asparaginy. Podobne spostrzezenia poczynili Kasting i Delwiche [7]
w badaniach na melonie, Coleman i Hegarty [3] na jeczmieniu oraz Reuter
[12] na drzewach z rodziny Betulaceae.

Obok ilosciowego oznaczania zawartosci cytruliny przeprowadzono
réwniez wstepne badania nad zawartoscig argininy i mocznika w fasoli
i grochu Majowym w w/w warunkach do$wiadczenia. Uzyskane wyniki [8]
zdajg sie pozwala¢ na przypuszczenie, ze u badanych roslin mozliwa jest
przemiana ornityny poprzez cytruline do argininy a nawet i mocznika.
Doswiadczenia te wymagaja jednak dodatkowego rozpracowania.

Za udzielone wskazéwki i duze zainteresowanie niniejsza pracag skla-
dam serdeczne podziekowanie Prof. dr I. Reiferowi.

STRESZCZENIE

Stwierdzono biosynteze cytruliny z ornityny i karbamylofosforanu
(CAP) w miazdze kietkéw fasoli odmiany Ksiezniczka Holenderska, grochu
Majowym, lubinie biatym stodkim, ubinie niebieskim waskolistnym i soi
Mazowieckiej. Zaobserwowano réwniez zdolnogé enzymatycznej katalizy
syntezy cytruliny z ornityny i CAP w proszku acetonowym z nasion gro-
chu Szesciotygodniowego we frakeji pH 5,1—5,4.

Do syntezy cytruliny w w/w warunkach do§wiadczenia niezbedna jest
obecno$¢ karbamylofosforanu.
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BIOSYNTHESIS OF CITRULLINE IN BEAN SEEDLINGS

Summary

The synthesis of citrulline from 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 of citrulline from ornithine and
carbamyl phosphate.

The presence of carbamyl phosphate is essential for the synthesis of

citrulline. r
Otrzymano 26.11.1957 r.
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W. MEJBAUM — KATZENELLENBOGEN, W. DOBRYSZYCKA, A. KROLICZEK

ILOSCIOWE OZNACZANIE TANINA FRAKCJI BIALKOWYCH
SUROWICY ROZDZIELONYCH ZA POMOCA ELEKTROFOREZY
BIBULOWEJ

Z Zaktadu Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej we Wroctawiu
Kierownik: Prof. dr Tadeusz Baranowski

W 1950 r. Durrum [3], Turba i Enenkel [10] zastosowali elektroforeze
bibutowg do frakcjonowania bialek surowicy. W tym samym roku Cremer
i Tiselius [2] podjeli probe iloSciowego oznaczania rozdzielonych frakcji
przez pomiar ilosci barwika absorbowanego przez biatka krwi. Obecnic
zagadnienie ilosciowego oznaczania rozdzielonej elektroforetycznie mie-
szaniny bialek opiera sie na dwéch metodach: poéredhiej (eluowanie za-
absorbowanego barwika z bibuly) i bezposredniej — densitometrycznej.
Obie metody opieraja sie na tej samej zasadzie: oznaczania wzglednego,
procentowego rozkiadu frakeji na podstawie pomiaru gestosci optycznej
roznych barwikéw, absorbowanych przez biatko. Ograniczeniem obu tych
metod jest brak proporcjonalnosci pomiedzy iloscig bialka a iloscig absor-
bowanego barwika i réznice w swoistoéci wigzania barwikéw przez po-
szczegolne frakcje bialek surowicy, a w szczegblnosci przez frakcje glo-
bulinowe [1, 7]. Liczni autorzy dazyli do ustalenia takich warunkéw po-
stgpowania po elektroforezie, ktére by zapewnily uzyskanie wzglednego
rozkladu frakeji odpowiadajacego wynikom wolnej elektroforezy Tiseliusa.

Oznaczanie tych samych elektroforograméw densitometrycznie i kolc-
rymetrycznie po elucji daje réznice w procentowym rozkladzie frakcji.
Jencks, Jetton i Durrum w 1955 r. [5] stwierdzili, ze w elektroforogramach
wybarwionych blekitem bromofenolowym, w ustalonych przez nich opty-
malnych warunkach i odczytywanych w densitometrze, albuminy nie sto-
sujg sie do prawa Beera. Dla uzyskania wilasciwych wynikéw, zgodnych
z oznaczaniem kolorymetrycznym, nalezy wprowadza¢ poprawke dla albu-
min. Podobne wyniki otrzymali Gross i Wronska [4] w odczytywaniu pa-
skow z elektroforezy bibulowej w réznych densitometrach. Otrzymywali
oni zmniejszone ilosci albumin i réznice w rozkladzie frakcji w zaleznosci

[165]
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od typu uzywanego aparatu. Z drugiej strony w metodach posrednich (ko-
lorymetrycznych) istnieja duze rozbieznosci pomiedzy danymi, uzyskiwa-
nymi przez poszczegdlnych autoréw [1, 7]. W wiekszosci prac autorzy nie
wprowadzaja zadnych poprawek dla poszczegblnych frakeji, niektérzy na-
tomiast uwazajg za konieczne wprowadzanie wspélczynnikéw dla posz-
czegblnych frakeji globulinowych [2, 6]. Wartos¢ liczbowa wspélezynnika
zalezy od techniki postepowania i rodzaju uzywanego barwika.

Podejmowano réwniez proby oznaczania stezenia bialka we frakcjach
surowicy. Durrum [1] proponowal oznaczanie azotu bialkowego mikro-
metoda Kjeldahla w pocietych paskach bibuty po elektroforezie i oblicza-
nie stezen biatka po uwzglednieniu obecnosci azotu w moderatorze i réznej
jego zawartosci w poszczegélnych frakcjach biatkowych.

PostawiliSmy sobie za zadanie w tej pracy oznaczy¢ bezwzgledne ste-
zenia biatka w poszczegélnych frakcjach bialek surowicy mikrometodg
taninowg [8, 9]. Metoda taninowa nadaje sie do oznaczania stezenia biatka
juz w 0,5 ul surowicy i nie wymaga stosowania zadnych wspélczynnikéw
poprawkowych dla poszczegélnych frakcji. Jezeli uda sie uzyskaé catko-
witg elucje biatka z bibuly po elektroforezie, to wéwczas bedzie mozna
oznacza¢ z jednakowa dokladnoscig bialka surowicy bez elektroforezy jak
1 poszczegélne frakcje, uzyskane po elektroforezie. Zgodnos¢é wynikéw
w obu przypadkach bedzie dowodem, ze obliczony procentowy rozklad
frakcji odpowiada ich stezeniu w surowicy.

CZESC DOSWIADCZALNA

1. Warunki elektroforetycznego rozdziatu bialek surowicy

Uzywano aparatu wlasnej konstrukeji przypominajacego poziomy apa-
rat Wielanda i Fischera [11]. Kamera o wymiarach: 30 cm X 25 cm X 7cm
miescila pie¢ paskéw bibuly o wymiarach: 36 em X 4 cm. Moderator znaj-
dowal sie w czterech wanienkach o wymiarach: 25 cm X 5 cm X 4 cm,
potaczonych kluczami. Elektrody weglowe umieszczano w naczyniach ze-
wnetrznych.

Ustalono nastepujace warunki dla uzyskania dobrego rozdziatu elektro-
foretycznego bialtek surowicy: na pasek bibuly Whatmana nr 1, zwilzony
moderatorem i osuszony pomiedzy dwiema bibulami, nanoszono dokladnic
0,02 ml surowicy z pipetki Sahliego w odleglosci 2 cm od Srodka w strone
katody. Uzywano moderatora medinalowo-octanowego o pH =9,0, sile
jonowej 0,06, o nastepujacym sktadzie: medinal 7,36 g; octan sodu 3,86 g;
woda destylowana 1100 ml. Stosowano prad staly z sieci o napieciu no-
minalnym 220 V przez 7 godzin (natezenie 1—2 mA na pasek) lub 440 V
przez 4 godziny (natezenie 2—3 mA na pasek).
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Rysunek 1 przedstawia uzyskiwany przez nas rozdzial frakcji przy
220 V i 440 V. Otrzymywano pie¢ dobrze oddzielonych frakcji biatek su-
rowicy na dlugosci 6—9 cm przy 220 V i na dlugosci 4—5 cm przy 440 V.

S A

Sl

¢ 2 34°%

Rys. 1. Elektroforogramy surowicy uzyskiwane przy 440 i 220 volt
Warunki elektroforezy: bibula Whatman nr 1; 0,02 ml surowicy naniesionej w odle-
glosci 2 cm od s$rodka w strone katody; bufor medinalowo-octanowy o pH = 9,0
i p = 0,06; wybarwiano biekitem bromofenolowym wg Durruma [3]

A — napiecie = 440 V; czas = 4 godziny; diugnsé rozdzialu = 4 cm

B — napiecie = 220 V; czas = 7 godzin; dlugos¢ rozdzialu = 6 cm

1 — gammaea globuliny 4 — alfa, globuliny
2 -—- beta globuliny 5 — albuminy
3 — alfa, globuliny S — linia naniesienia surowicy

2. Warunki elucji

Podstawowym warunkiem dla iloSciowego oznaczania stezen posz-
czeg6lnych frakeji biatkowych surowicy bylo ustalenie postepowania, za-
pewniajacego calkowite eluowanie mikrogramowych ilosci biatka z po-
wierzchni bibuly, odpowiadajacej wymiarcm rozwinigetego elektroforogra-
mu (okolo 32 cm?). BraliSmy pod uwage rodzaj rozpuszczalnika, czas elucji
i wplyw postepowania po ukonczeniu elektroforezy.

Wartosci uzyskiwane po elucji odnosilismy do surowicy rozcienczonej
0,9% NaCl [9].

Do elucji biatka uzywaliSmy trzech rozpuszczalnikéw: 0,9% NaCl,
0,1 NHCI, 0,1 N NaOH. W prébach kontrolnych stwierdziliémy, ze nie
wplywaja one na czulo$é odczynu taninowego i nie eluujg z bibuty What-
mana nr 1 zadnych zanieczyszczen, reagujacych z tanina.

Dla zorientowania sie, jak przebiega eluowanie bialka z bibuly bez
elektroforezy, nanoszono 0,02 ml surowicy na bibule i po wysuszeniu
w temperaturze pokojowej wrzucano ja do 20 ml badanego rozpuszczal-
nika. W odstepach 15-minutowych pobierano prébki do oznaczania biatka
metodg taninowg. W chlorku sodowym i kwasie solnym uzyskiwano war-
tosci zmienne i nizsze niz w 0,1 N NaOH.
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W 0,1 N NaOH po 15 minutach uzyskiwano okolo 60%0 wyjsciowej ilo-
$ci biatka, po 30 minutach — 80%0, a po godzinie — 100%0; w dalszych go-
dzinach stezenie biatka w eluacie nie ulegalo zmianie. Za wystarczajacy
czas do catkowitej elucji biatka przyjeliSmy jedng godzine.

Tablica 1

Odnalezienie bialka surowicy krwi z bibuly bez elektroforezy i po elektroforezie
zaleznie od czasu przechowywania paskoéow

% odnaleiionégo biatka
po czasie w godzinach:*

Postepowanie przed eluowaniem
biatka z bibuty

1 | 24 48

Bibula (32 cm?), przepojona bu- '
forem; po naniesieniu surowicy ‘ }
|
]
\

suszona i przechowywana w tem-

Bez peraturze pokojowej 100 80
elektro- ' | '
forezy Bibula (32 cm?), przepojona bufo- | {
rem; po naniesieniu surowicy
suszona 10 minut w temp. 90°,
przechowywana w temp. 5° 100 100 100

43

Elektroforogram suszony i prze-
chowywany w temperaturze po-

kojowej [ 100 75 39
Po | [

elektro- |

forezie Elektroforogram suszony przez

| 10 minut w temp. 90° i przecho- |
| wywany w temp. 5° 100 100 100 ‘

Srednie odnalezienie biatka wyrazono w procentach wartosci préby 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; n = 0,06,
bibuta Whatman nr 1. Iloé¢ surowicy — 0,02 ml. Eluowano 1 godzine 20 ml 0,1 N NaOH.

*) Czas liczono od naniesienia surowicy na bibute (do$swiadczenia bez elektroforezy) lub
od ukonczenia elektroforezy.

Do eluowania frakcji z elektroforogramu braliSmy paski po 7-godzin-
nej elektroforezie w 220 V i dla unikniecia ewentualnych strat wynikaja-
cych z denaturacji cieplnej, pozostawialiSmy paski do suszenia w tempe-
raturze pokojowej przez noc. Eluowanie paskéw nastepnego dnia dawalo
okolo 75%0 wyjsciowe] ilosci bialka. Dla znalezienia przyczyny tych strat
podjelismy szereg do$wiadczen, ktérych wyniki przedstawia tablica 1.
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Paski po elektroforezie suszone i przechowywane w temperaturze po-
kojowej przez godzine dawaly odnalezienie catkowitej iloSci naniesionego
biatka, natomiast po 24 godzinach — okolo 75% wyjsciowe]j ilosci bialka,
a po 48 godzinach — ponizej 45°%0. Analogiczne wyniki uzyskano w przy-
padku biatka nanoszonégo na bibule, ale nie poddanego elektroforezie.

Wzrastajgca utrata biatka w miare przedluzania sie czasu przechowy-
wania nie jest wiec wywolana elektroforeza, a wynika z postepowania po
elektroforezie.

UwazalisSmy, ze strata w oznaczanej iloSci biatka jest wywolana roz-
wojem flory bakteryjnej na bibule, a nie denaturacjg cieplng, wzglednie
powierzchniowg biatka. Nasze przypuszczenia potwierdzilismy, poddajac
biatko naniesione na bibule dzialaniu temperatury okoto 90° przez 10—20
minut w suszarce. W tyr,n" przypadku uzyskiwaliSmy calg ilos¢ biatka, na-
wet po 48 godzinach przechowywania paskéw w lodéwce (5°).

Z doswiadczen tych wynika, ze denaturacja cieplna nie ogranicza odzy-
skiwania biatka z bibuly i pozwala na unikniecie strat wywolanych prze-
chowywaniem elektroforograméw w warunkach niesterylnych.

3. Doktadnosé metody taninowej w ilosciowym oznaczaniu frakcji
biatkowych surowicy przy normalnym i patologicznie zmienionym obrazie
biatek krwi

[losciowe oznaczanie stezen frakcji biatkowych w 0,02 ml surowicy,
rozdzielonych elektroforetycznie przy 220 V, w ciggu 7 godzin przepro-
wadzano nastepujaco: elektroforogramy suszono natychmiast po wyjeciu
z aparatu w suszarce w temperaturze 90°. Jeden z pask6w wybarwiano wg
Durruma [3] blekitem bromofenolowym (0,1% roztwér w etanolu, nasy-
cony HgCl,) przez 5 minut i wymywano pod biezaca woda. Pasek ten
stuzyl za kontrole rozdzialu frakcji bialkowych. Paski nie wybarwione
cigto na odcinki 0,5 cm na przestrzeni rozwinietego elektroforogramu
w pasku kontrolnym. Odrzucane czesci bibuly wybarwiano blekitem bro-
mofenolowym dla kontroli na obecno$é¢ biatka. Odcinki 0,5 cm wrzucano
do kolejno numerowanych probéwek, zawierajacych po 2 ml 0,1 N NaOH.
Po godzinnej elucji w temperaturze pokojowej, w czasie ktorej kilkakrot-
nie wstrzgsano probéwki, pobierano z kazdej, bez usuwania bibuly, po
1 ml i oznaczano bialtko metodg taninowa. Zmetnienie mierzono w absorp-
cjometrze Hilgera, w probéwkach przy filtrze czerwonym ROR-2. Ozna-
czanie biatka w eluacie mozna odlozy¢ do dnia nastepnego, natomiast
nalezy unikaé¢ przechowywania elektroforograméw przez noc z powodow
przytoczonych powyzej. W przypadkach gdy w 1 ml eluatu iloé¢ biatka
przekracza 80 wng, pobierano dodatkowo mniejsza ilo§¢ do oznaczania
(0,5 ml) uzupelniajac 0,1 N NaOH do 1 ml, ze wzgledu na zakres czulosci
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metody taninowej (20—100 mikrograméw biatka na ml préby). Szczegdl-
nie w zakresie frakecji albuminowej konieczne jest pobieranie mniejszych
prébek eluatu do oznaczenia biatka albo ciecie wezszych odcinkéw bibuly
(2 mm). Stezenie bialka odczytywano z krzywej zrobionej na standardzie
zelatvnowym i przeliczano na zawartos¢ biatka w mililitrze eluowanej
probki. Suma stezen bialka uzyskana z wszystkich odcinkéw elektroforo-
gramu daje ilos¢ biatka znajdujacg sie w 0,01 ml surowicy (1/2 ilosci na-
niesionego biatka).

1:50

Mor
§

el
e
S

100

ug bialka w Iml

Globuling. y - B - o,- a, Albuminy

{n ——e

Rys. 2. Graficzne przedstawienie wynikéw uzyskanych z oznaczenia metodg taninowg
frakcji biatkowych w 0,01 ml surowicy normalnej po elektroforezie bibulowej

Stezenie biatka

w g/100 ml surowicy: 1,5 + 0,78 + 0,61 + 0,15 + 4,23 = 7,3%

Warunki elektroforezy jak rys. 1B

Paski po elektroforezie suszono przez 10 minut w temp. 90°, cieto na odcinki o diu-

goscei 0,5 cm (0§ rzednych) i eluowano 2 ml 0,1 N NaOH przez jedng godzine w tempe-

raturze pokojowej. Biatko oznaczano metodg taninowg i przeliczano na jeden ml eluatu,.

Na rysunku 2 przedstawiono graficznie wyniki jednego oznaczenia
frakeji biatkowych surowicy normalnej. Na osi odcigetych zaznaczono diu-
gos¢ rozwinietego elektroforogramu w centymetrach, na osi rzednych mi-
krogramy biatka w mililitrze badanego eluatu. Stezenie bialka w danej
frakcji uzyskiwano przez sumowanie stezen bialka eluowanego z posz-
czegblnych powierzchni bibuly, przy czym stezenia graniczne (minima)
dzielono w polowie pomiedzy sgsiadujgce frakcje. Calkowite stezenie bial-
ka w 100 ml surowicy, uzyskane po elektroforezie przez sumowanie stezen
poszczegdlnych frakeji, wynosi w przytoczonym przykladzie 7,3 g, a w row-
noleglej probie kontrolnej (bez elektroforezy) — 7,4 g. Rozklad poszczegdl-
nych frakcji w podanym przykladzie odpowiada normalnemu obrazowi
biatek krwi.
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172 W. MEJBAUM-KATZENELLENBOGEN, W. DOBRYSZYCKA, A. KROLICZEK (81

W tablicy 2 przedstawiliSmy wyniki przeprowadzonych analiz biatek
surowicy krwi, pobieranych o dowolnej porze kilkakrotnie od jednego
dawcy dla ustalenia dokladnosci metody taninowej w iloSciowym ozna-
czaniu stezen frakcji bialkowych. Podano wartosci dla bialka catkowi-
tego surowicy, oznaczanego bez elektroforezy (kontrola) i stezenia bialka
w poszczegolnych frakcjach, uzyskane po elektroforezie. Sumowane ste-
zenia bialka z poszczegblnych frakeji dajg srednio 99,6%0 catkowitej ilosci
biatka. Eluowanie biatka z drobnych odcinkéw bibuly po elektroforezie
przebiega ilociowo i nie powigksza bledu metody. Srednie stezenie bial-
ka bez elektroforezy wynosi 6,84% * 0,21, a po elektroforezie suma stezen
frakcji daje 6,81%0 *+ 0,27. Ponadto wyliczony procentowy rozklad frakecji,
oznaczanych metoda taninowa, jest zgodny z danymi innych autoréw [12].

s I i i

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Rys. 3. Elektroforogramy surowic ze zmienionym obrazem frakcji bialtkowych

Warunki elektroforezy jak rys. 1B

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

Dla sprawdzenia, czy metoda taninowa znajdzie réwniez zastosowanie
w przypadkach patologicznych, przebadaliﬁmy 10 surowic z wyraznymi
zmianami w obrazie elektroforetycznym bialek krwi. We wszystkich przy-
padkach uzyskiwano metodg taninowg sume stezen poszczegélnych frakeji

Tablica 3

Oznaczanie metodq taninowq stezen frakcji biatkowych uzyskanych po elektroforezie
bibutowej w surowicach ze zmienionym obrazem biatek krwi

[ __Elektroforeza bibutlowa Biatko
Rys. | Rozpoznanie albu- | globuliny ) sSt'umz\_ ggg;?z?rﬁi

| = miny | alfa, | alfa, | beta ‘gnmma fl-slii?i bezposrednio
3-1 | Erythematodes acutus “ 355* | 0,16 | 0,58 | 042 | 236 | 707 | 71
3-11| Seminoma testis | 3,05 | 0,20 190 [092 | 1,94 | 801 | 80

Warunki elektroforezy jak rys. 1B, postepowanie jak w tablicy 2.
* wyrazone w gramach biaitka na 100 ml surowicy.
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rowna biatku catkowitemu, przy czym procentowy rozklad frakcji odpo-
wiadal obrazowi wybarwionych elektroforograméw. Ponizej przytaczamy
dwa przyklady obrazu elektroforetycznego (Rys. 3) i wyniki ilosciowego
oznaczania frakcji biatkowych (Tablica 3). W obu przypadkach stwierdzo-
no zmniejszong iloé¢ albumin, a w pierwszym przykladzie (rozpoznanie:
erythematodes acutus) znacznie zwigkszong ilo§¢ y-globulin, w drugim
(rozpoznanie: seminoma testis) a,-globulin.

4. Poréwnanie oznaczania procentowego rozkladu frakcji biatkowych
surowicy krwi metodq taninowaq i kolorymetryczna

Dla bezposredniego por6wnania metody taninowej z przyjeta powszech-
nie metodg kolorymetryczng przebadano 7 surowic od réinych dawcéw
(pracownicy tutejszego Zakladu, subiektywnie zdrowi).

Tablica 4

Poréwnanie procentowego rozktadu frakcji biatkowych w surowicach ludzi zdro-
wych po elektroforezie 0,02 ml surowicy, uzyskanych metodq taninowq i kolory-

metrycznq
. wzgledne %* AR e
lobuli
Metoda n albuminy globuliny
alfa, alfa, beta | gamma
fariiran 7 62,77 2,1 17,38 9,74 | 17,34
53,8 — 729 1,1—6,1 39—138 | 7,0— 145 \ 11,1 — 20,8
iy |
kolorymetryczna | 7 46,65 2,28 13,1 13,64 | 24,78
36,5 — 54,5 14—35 70—232 | 97—168 | 12,5—38,6
wg Wunderly’ego 61,6 3,9 7.3 10,7 | 16,5
55,4 — 72,9 14—44 | 35—95 86 —126 | 13,6 —22,2

Warunki elektroforezy jak rys. 1B.

Postgpowanie po elektroforezie w metodzie taninowej jak rys. 2, w metodzle kolorymetrycz-
nej jak w teksScle str. 173 ponizej.

Przebadano surowice od stedmiu ludzi sublektywnie zdrowych.
* Podano érednie arytmetyczne z siedmiu surowic wraz z granicami wahan,

Metodg kolorymetryczng oznaczano frakcje, jak nastepuje: pasek po
elektroforezie barwiono blekitem bromofenolowym wg Durruma [3], cieto
na odcinki 0,5 cm i eluowano je 4 ml 0,1 N NaOH. Ekstynkcje oznaczano
w catosci eluatu po 15 minutach w absorpcjometrze.Hilgera, uzywajac
filtru zielonego ROG-1. Przy przedluzajacej sie elucji wartosci ekstynkcji
malaty.

Wyniki réwnolegle przeprowadzonych oznaczen wzglednego stosunku
frakeji biatkowych obiema metodami przedstawia tablica 4, w ktérej
podano réwniez normy dla poszczegélnych frakeji wg Wunderly’ego [12].
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Procentowy rozklad frakcji, otrzymany metoda taninowa, odpowiada war-
tosciom podanym przez Wunderly’ego jak réwniez przez Grossa i Wron-
ska [4], natomiast metodg kolorymetryczng wykazuje niedobdr frakeji
albuminowej na korzysc¢ frakcji globulinowej.

W metodzie kolorymetrycznej réznica miedzy potencjalnym a aktual-
nym wigzaniem barwika otwiera szerokie pole dla bledéw wynikajacych
z techniki barwienia, suszenia i czasu eluowania elektroforograméw. Uzy-
skiwany przez nas niedobér frakcji albuminowej w metodzie koloryme-
trycznej wynika prawdopodobnie z tych czynnikéw. Przy stosowaniu
techniki Cremera i Tiseliusa [2] uzyskiwalismy dla albumin wartos$ci
wyzsze, niemniej jednak nizsze niz w oznaczeniach metoda taninows. Me-
toda taninowa jest wolna od bledéw wynikajacych z techniki barwienia
i réznic w wigzaniu barwika przez poszczegoélne frakcje.

Metoda taninowa zastosowana do iloSciowego oznaczania frakcji bial-
kowych surowicy jest pierwsza dogodng metodg oznaczania stezen po-
szczegblnych frakeji biatkowych rozdzielonych przy pomocy elektroforezy
bibutowej.

STRESZCZENIE

Zastosowano turbidimetryczng mikrometode taninowg do iloSciowego
oznaczania frakcji biatek surowicy krwi, rozdzielonych przy pomocy elek-
troforezy bibulowej.

StwierdziliSmy, Ze poszczeg6lne frakcje biatkowe daja sie iloSciowo
eluowaé z paskéw bibuly 0,1 N NaOH i oznacza¢ metodg taninowag w ste-
zeniach nie przekraczajacych 100 mikrograméw biatka na jeden ml eluatu.

Uzyskano wyniki powtarzalne, z dokladnoscig nie przekraczajaca btedu
metody tak w surowicach normalnych, jak i patologicznie zmienionych.

Metoda taninowa w poréwnaniu do metod dotychczas stosowanych
pozwala na oznaczanie bezwzglednych ilosci bialka w danych frakcjach,
a nie procentowego, wzglednego ich rozktadu, juz w 0,01 ml surowicy krwi.
Jest bardzo prosta w wykonaniu i nadaje sie do oznaczen seryjnych.
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QUANTITATIVE DETERMINATION WITH THE AID OF TANNIN OF SERUM
PROTEIN FRACTIONS SEPARATED BY PAPER ELECTROPHORESIS

Summary

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

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

The results obtained from normal as well as pathologically changed
sera were reproducible, the differences not exceeding the error of method.

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

Otrzymano 8.12.1957 r.

.
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A. KOJ, J. M. ZGLICZYNSKI, W. BICZ

WPLYW ERYTROCYTOW
NA ODDYCHANIE LEUKOCYTOW LUDZKICH *)

Z Zakladu Chemii Fizjologicznej A. M. w Krakowie
Kierownik Zaktadu: Prof. dr B. Skarzynski

Dosy¢ bogate pismiennictwo dotyczace metabolizmu leukocytéw trak-
tuje to zagadnienie gléwnie na podstawie doswiadczen, przeprowadzanych
z prawidlowymi komérkami wyosobnionymi z krwi zwierzecej lub tez
z leukocytami ludzkimi, ale pobranymi z krwi chorych na bialaczke. Wy-
jatkowo tylko przeprowadzano doswiadczenia z leukocytami ludzi zdro-
wych, gtéwnie w celu poréwnania krwi normalnej i biataczkowej [1, 5, 6],
co jest zresztg zrozumiale ze wzgledu na rozliczne trudnosci, z jakimi spo-
tyka sie otrzymywanie wiekszych ilosci tych komoérek. Klasyczne metody
badania przemiany oddechowej komorek, oparte na zastosowaniu apara-
tury Warburga, wymagaja powaznej ilosci leukocytéw, ktérg trudno
otrzymaé¢ z krwi ludzkiej, szczegolnie dla przeprowadzenia doswiadczen
wielokrotnych. Trudno$ci te zostaly oméwione przez nas w osobnej pu-
blikacji, zajmujgcej sie metodyka oczyszczania leukocytéow [3].

Do zagadnienia badania przemiany oddechowej leukocytéw krwi zdro-
wego czlowieka postanowiliSmy wiec podejsé, stosujgc znang metode nur-
kow Kartezjusza, pozwalajacg na przeprowadzanie pomiaréw gazome-
trycznych na tysiagckrotnie mniejszych ilo$ciach materiatu biologicznego
niz te, ktére sa niezbedne dla badan technika Warburga. W tym czasie,
gdy rozpoczeliSmy nasze badania, nie napotkaliémy w pismiennictwie do-
niesien na temat pomiaréw oddychania leukocytéw za pomocg nurkéw
Kartezjusza. Dopiero ostatnio zetkneliSmy sie z pracg Kielera [6], ktory
oznaczal zuzycie tlenu przez leukocyty czlowieka, postugujac sie tg pre-
cyzyjna ultramikrometods. Juz w toku naszych pierwszych doswiadczen
zauwazyliSmy, ze zuzycie tlenu przez prawidlowe leukocyty przeliczone
na pojedyncze komoérki wykazuje znaczne wahania, w zaleznosci od do-
mieszki erytrocytow. PodjeliSmy serie systematycznych doswiadczen,

*) Praca czeSciowo subwencjonowana przez II Wydzial PAN.
[177)
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z ktérych wynika jednoznacznie, ze dodatek zawiesiny erytrocytow, wy-
kazujgcych zreszta minimalne wlasne zuzycie tlenu, wzmaga znacznie zu-
zycie tlenu przez leukocyty. Miedzy oddychaniem leukocytéw a obecno-
Scig erytrocytéw zachodzi Scista korelacja.

Ponizsza praca przedstawia dokladniejszy opis zaobserwowanego przez
nas zjawiska oraz probe analizy zwigzku zachodzacego miedzy oddycha-
niem leukocytéw a obecnoscig erytrocytéow.

CZESC DOSWIADCZALNA

1. Metodyka

a) Otrzymywanie leukocytéw i erytrocytow. Leukocyty otrzymywano
z 10 ml krwi zylnej ludzi zdrowych. Dla zapobiegania krzepnieciu doda-
wano do krwi izotoniczny roztwor cytrynianu (w kilku do$wiadczeniach
uzywano heparyne). Izolowanie leukocytéw przeprowadzano wedlug wila-
snej metody opisanej poprzednio [3].

Metoda ta opiera sie na stosowaniu wirowania i frakcjonowanej sedy-
mentacji. Przez ostrozne zebranie pewnych warstw osadu komoérkowego
po odwirowaniu krwi uzyskuje sie do$é duze zageszczenie leukocytow,
jednakze znacznie jeszcze zanieczyszczonych krwinkami czerwonymi. Se-
dymentacja tak uzyskanej zawiesiny komoérek w specjalnym naczynku
ksztattu litery ,,U” z wlosowatym zakonczeniem pozwala na usuniecie
wiekszosci erytrocytéw przy dalszej mozliwosci zageszczenia leukocytow.
Otrzymane w ten sposob cialka biale pozostawaly zawieszone w ich wlas-
nej cytrynianowej surowicy, a zatem w warunkach zblizonych do fizjo-
logicznych. W zawiesinie tej obliczano ilo$é leukocytéw przy pomocy ko-
mory Thomy-Zeissa, okre§lano obraz morfologiczny wg Schillinga w bar-
wionym panoptycznie preparacie oraz oznaczano zanieczyszczenie krwin-
kami czerwonymi wyrazone w %o %0 przez obliczenie ich ilosci w komorze.,
Zawiesina zawierata zwykle 50 000 do 100000 leukocytéw/mm?®, przy
czym zanieczyszczenie erytrocytami wynosito od 15 do 30% ogélnej ilosci
komoérek, to znaczy, ze 1 erytrocyt przypadal na 2—6 leukocytéw.

Na ogél obraz Schillinga cechowatl sie wyraznym przesunieciem w kie-
runku limfocytéw. Ilos¢ limfocytéw wyrazona w odsetkach wahata sie od
40 do 60°6 ogélnej ilosci cialek bialych. Leukocytom tej zawiesiny towa-
rzyszyly zawsze plytki, ktére mimo swej nietrwalosci utrzymywatly sie
dlugo w surowicy.

Zawiesine erytrocytow otrzymywano kazdorazowo réwnolegle z leuko-
cytami z tej samej probki krwi przez odciagniecie cienkg pipeta zawie-
siny komoérek z dna probéwek wiréwkowych i ewentualne nastepne roz-
cienczenie bezkomoérkowsg surowicg cytrynianowa. Otrzymane zawiesiny
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zawieraly 3 do 10 milionéw erytrocytéw/mm?® przy prawie zupeinym braku
leukocytéow. Czas uplywajacy od pobrania krwi z zyly do rozpoczecia
odczytéw wynosit dla wiekszosci do$wiadczen 2 godz. 30 min.

b) Aparatura. Zuzycie tlenu przez zawiesiny komoérek krwi oznaczano
metodg nurkéw Kartezjusza. Uzycie nurkéw magnetycznych opisanych
przez Bicza [2] umozliwilo mieszanie kropli dennej przed oraz w ciagu
oznaczenia. Poniewaz nie bylo istotnych réznic w wynikach do$wiadczen
przeprowadzanych z ciaglym mieszaniem lub bez niego, w wiekszosci do-
swiadczen stosowano tylko jednorazowe dokladne wymieszanie kropli
dennej przed rozpoczeciem odczytéw. Nurki wypelniano w temperaturze
pokojowej, a pomiary przeprowadzano w lazni o temperaturze 37,5°C, co
zmuszalo do zakladania dodatkowej plomby ujscia [2].

W doswiadczeniach postugiwano sie serig 10 nurkéw magnetycznych
o stalej wynoszacej 11 do 13 ul. Pozostale szczegdly techniki nurkéw nie
odbiegaly od zasad rozwinietych przez Linderstoema-Langa i Holtera,
a zebranych w podreczniku Glicka [4].

2. Schemat i przebieg doswiadczen

Wigkszos¢ naszych eksperymentéw przeprowadzana byla w specjal-
nym ukladzie doswiadczalnym, ktéry pozwalal na ocene i poré6wnanie jed-
noczesnego zuzycia tlenu przez zawiesine leukocytéw (L), kontrolnych
erytrocytéw (E) oraz mieszanine tych dwu zawiesin komérkowych (L+E).
Typowy schemat wypelnienia nurkéw wygladal nastepujaco:

a) Badanie zuzycia tlenu przez leukocyty; 2—3 nurki zawierajgce
w kropli dennej leukocyty: 0,9 ul L + 0,3 ul surowicy.

b) Badanie zuzycia tlenu przez mieszanine erytrocytéw i leukocytéow;
2—3 nurki zawierajace w kropli dennej mieszanine erytrocytéw i leuko-
cytéow: 09ul L + 0,3ul E.

¢) Badanie zuzycia tlenu przez erytrocyty; 2—3 nurki zawierajace
w kropli dennej kontrolne erytrocyty: 0,9 ul surowicy + 0,3ul E.

Uzyskane dane przeliczano na wul tlenu zuzytego przez jedng komérke
w ciggu godziny i wielkos¢ te dla uproszczenia oznaczano CQq, (C = cellu-
la = komoérka, @ = quantitas — ilo$¢). Uklad do$wiadczalny pozwalal na
bezposrednie wycigganie wnioskow bez koniecznosci uciekania sie do zbie-
rania $rednich wspélczynnikéw CQo, i ich interpretacji statystycznej. Po-
rownujagc w danym eksperymencie CQo, leukocytéw oczyszczonych oraz
CQo, leukocytéw w mieszaninie L+ E po odjeciu wartosci oddychania ery-
trocytow kontrolnych mozna bezposrednio stwierdzi¢ wzmozenie oddy-

chania leukocytéw w ukladzie L+E i przyrost zuzycia tlenu wyrazi¢
w %0 %.
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Odczyty manometryczne przeprowadzano w wiekszosci doswiadczen
przez cztery godziny, powtarzajac je co 30 minut, co pozwalalo na do-
kladne wykreslenie krzywych oddychania. Dane zestawione w tablicy 1
pochodza z obliczenia $redniego zuzycia tlenu /godz/ 1 komérke po czte-
rech godzinach doswiadczenia. W kilku eksperymentach odczyty konty-
nuowano przez 15—18 godzin.

3. Wyniki doswiadczen

Postepujac wedlug podanych poprzednio zasad, przebadano zuzycie
tlenu przez leukocyty, erytrocyty oraz mieszanine tych komérek w 21 do-
$wiadczeniach i wyniki podano w tablicy 1. Dane oznaczone literg ,,h” po-
chodzg z krwi heparynowej, pozostate z cytrynianowej.

Z eksperymentéw zestawionych powyzej wynika, ze ilo$¢ tlenu zu-
Zywanego przez mieszaniny leukocytéw i erytrocytéw jest znacznie wyz-
sza niz suma oddychania badanych oddzielnie zawiesin tych komérek.
W tablicy 1 wyniki oddychania zawiesiny E-+L podano juz po odjeciu
oddychania erytrocytéow kontrolnych. Dodatni wplyw erytrocytéw na od-
dychanie leukocytéw waha si¢ w szerokich granicach.

Wspétezynniki zuzycia tlenu CQo, réznig sie do$¢ znacznie w po-
szczegblnych doswiadczeniach. Przyczyng tego jest nie tyle blad metody,
ile zlozono$¢ i zmiennoéé ukladu biologicznego, jaki stanowi zawiesina ko-
moérek w ich surowicy (rozmaite zanieczyszczenie erytrocytami, obecnosé
plytek, wlasnosci osobnicze). Wyniki podane w tablicy 1 wskazujg tylko
na réznice w zuzyciu tlenu po czterech godzinach do$wiadczenia miedzy
zawiesing leukocytéw i ich mieszaning z erytrocytami, nie méwia nato-
miast nic o dynamice samego procesu. Pewne $wiatlo na to zjawisko rzuca
analiza krzywych oddychania i jego nasilenia w doswiadczeniach wielo-
godzinnych. Jako przyklad sluzyé moze wykres zuzycia tlenu oraz wykres
nasilenia oddychania w poszczegélnych godzinach w eksperymencie z dnia
14.X.57 r.

Podobnych doswiadczen z przedtuzonymi odczytami wykonano 11 wy-
kazujac do$¢ wyrazne podobienstwo obu rodzajéw krzywych. Z rysunkéw
1 i 2 wynika, ze oddychanie zawiesiny leukocytéw obniza sie po 3 lub 4
godzinach doswiadczenia, aby nastepnie utrzymaé sie na mniej wiecej
stalym poziomie, znacznie nizszym od wyjsciowego zuzycia tlenu. Ta dru-
ga faza obnizonego oddychania trwa 10 do 15 godzin, po czym zuzycie tlenu
zupelnie ustaje.

Odmiennie zachowuje si¢ mieszanina leukocytéw i erytrocytéw. W cza-
sie pierwszych kilku godzin eksperymentu zuzycie tlenu utrzymuje sie
na prawie stalym poziomie, przy czym odczyty w drugiej i trzeciej godzi-
nie doswiadczenia sg zwykle nieco wyzsze niz na poczatku. Po 5—8 godzi-
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nach nastepuje powolne zmniejszenie zuzycia tlenu, ale nawet po 18 go-
dzinach obserwuje sie jeszcze wyrazne oddychanie. Srednie CQq, wyli-
czone dla mieszaniny E+L po 18 godzinach jest nizsze przecietnie zale-
dwie o okolo 30% od CQ, po czterech godzinach odczytéw. To pdzniejsze
i powolne wygasanie oddychania mieszaniny E-+L nie doprowadza jed-
nak nigdy do ustania oddychania (w zakresie 18 godzin). Zuzycie tlenu
przez erytrocyty kontrolne trwa zwykle w nieznacznym stopniu przez cale
doswiadczenie, przy czym na og6lt ulega ono powolnemu zmniejszaniu.

y

Cisnieniew mm sl plynu Brodiego
VT

2

PR————

Czas w godz
Rys. 1. Zuzycie O, przez zawiesiny badanych
. komoérek
O — O — QO nurek z ladunkiem E+L,
-0 -0 o 5 {4
oo S S E,

W niektérych doswiadczeniach obserwowano prawie zupelny brak zu-
zycia tlenu przez erytrocyty. Jest rzecza ciekawa, ze wéwczas wplyw
erytrocytow zaznaczal sie wyrazniej. Dzieki opisanemu wyzej zachowaniu
sie krzywych oddychania ilos¢ tlenu zuzytego po 18 godzinach doswiad-
czenia jest bez poréwnania wieksza w mieszaninie E-+ L niz w zawiesinie
leukocytéw, a wyliczony sumaryczny wplyw erytrocytéw przekracza
zwykle 400°%. To wyzsze zuzycie tlenu przez leukocyty wynika przede
wszystkim z przedluzenia ich okresu oddychania w obecnosci erytrocytow.

Jest malo prawdopodobne, aby wyrazne zmniejszenie oddychania za-
wiesiny L obserwowane nieraz juz po paru godzinach doswiadczenia od-
powiadalo obumarciu leukocytéw, gdyz wedlug zgodnych pogladéw réz-

http://rcin.org.pl



{7] WPLYW ERYTROCYTOW NA ODDYCHANIE LEUKOCYTOW 183

nych autoré6w okres przezywania krwinek bialych in vitro wynosi kilka-
nascie godzin. Przyczyny nalezy raczej szuka¢ w wyczerpaniu metaboli-
tow, zatruciu produktami przemiany materii lub w innych zmianach $ro-
dowiska otaczajacego leukocyty (np. rozpad ptytek towarzyszacych). Wo-
bec duzo dluzszego oddychania zawiesiny E+L moze to rzuci¢ pewne
$wiatlo na sam mechanizm wplywu erytrocytow.

Poréwnujac pierwsze odcinki krzywych L i E+L na rysunku 2 moz-
na stwierdzi¢, ze juz na poczatku leukocyty oczyszczone zuzywaja mniej
tlenu. Poza tym oddychanie mieszaniny E-+L ma tendencje wzrastania
i daje w drugiej lub trzeciej godzinie do$wiadczenia wartosci nawet wyz-
sze od poczatkowych. Byé moze, ze dla rozwiniecia pelnego wplywu ery-
trocytéw na leukocyty wymagany jest okres wstepnej inkubacji i dlatego
zawiesina E-+ L moze dawaé najwyzsze odczyty dopiero po 2—3 godzi-

ST. plynu Brodiego -mm

2 4 6 8 10 2 14 16 18
Czas w godz

Rys. 2. Nasilenie zuzycia O, w okresach godzinnych w mm sk
plynu Brodiego:

— O — O nurek z ladunkiem E+L,

~~Q—~0 ’ L,

= o Y ™ o E.

< @0

nach. Bezwzglednie pewnej odpowiedzi na to pytanie mozna udzieli¢ tyl-
ko po przeprowadzeniu do$wiadczen w takim ukladzie, ktéry pozwala na
obserwacje zmian w oddychaniu natychmiast po zmieszaniu erytrocytow
i leukocytéw. W naszych do$wiadczeniach upltywal okres okolo 1 godziny
(wypelniania nurk6w) od momentu zmieszania krwinek czerwonych z leu-
kocytami do rozpoczecia odczytow.
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Réznica miedzy najwyzszym zuzyciem tlenu w pierwszym okresie go-
dzinnym przez zawiesine L oraz E+ L, czyli réznica nasilenia oddychania
(Rys. 2) dla danego do$wiadczenia byla dostrzegalna we wszystkich przy-
padkach, jakkolwiek nie przekraczala 20% (na korzy$¢ zawiesiny E-+L).
Dlatego mozna stwierdzi¢, ze ogélny wysoki wplyw erytrocytéw wyrazony
w %0 %0 wynika raczej z przediuzenia czasu oddychania. Tak wiec wplyw

Tablica .2
Zalezno$¢ wielkosci wplywu od ilosci dodanych erytrocytéw

Iloéé erytro-
nr doSwiad- cytow na 1 %% wplywu
czenia leukocyt w za- po 4 godz
} wiesinie E+L
i
| E, 4 ! 12
| E, 10 ' 53
l 2 E, 6 27
. E. 10 30
| 3 E, 4 15
' E, 13 28
4. E, 17 47
JoH 25 70
5. E, 23 41
ol 32 80
6. E | 31 80
B il 58 69
(o Lt
Y E, 37 89
: E, | 58 85
8. R 43 105
E. ; 62 85
9. E, 55 106
E, 67 80
e Lo
10. E, ; 53 92
E, 71 72

erytrocytow na oddychanie leukocytéw sklada sie z dwu faz: fazy po-
czatkowej zwiekszenia oddychania i nastepnej polegajacej na znacznym
przedluzeniu jego trwania. Wobec wyraznych réznic warto$ci wplywu
erytrocytow w réznych doSwiadczeniach nasuwa sie pytanie, czy jego
wielko$¢ zalezy od ilosci dodanych erytrocytéw, a Scislej rzecz biorac, od
stosunku krwinek czerwonych do bialych w mieszaninie E+ L.

http://rcin.org.pl



91 WPLYW ERYTROCYTOW NA ODDYCHANIE LEUKOCYTOW 185

W tym celu wyliczono w kazdym doswiadczeniu iloé¢ erytrocytow
przypadajaca na jeden leukocyt w zawiesinie E+ L. Analizujgc dane z ta-
blicy 1 mozna dostrzec zalezno$¢ polegajaca na tym, ze zwiekszenie ilosci
erytrocytow przypadajacych na jeden leukocyt powoduje wzrost wply-
wu erytrocytéw. Jednakze w tej grupie doswiadczen stosunek E : L waha
sie¢ w do$¢ waskich granicach, wobec czego nie wiadomo, jak wyrazi sie
wplyw erytrocytéw przy innych proporcjach E : L. Dlatego tez przepro-
wadzono 10 doswiadczen w ukladzie podobnym do opisanego poprzednio,
ale zawierajgcym dwa rézne stezenia erytrocytéw w zawiesinie E+L.

Uklad taki sklada sie z pieciu par nurkéw:

1. Zawiesina L.

2. Zawiesina E,+ L.

3. Zawiesina E,+ L.

4. Zawiesina E,.

5. Zawiesina E,.

Dobierajac odpowiednie stezenia krwinek czerwonych w E, i E, moz-
na bylo okresli¢c w obrebie jednego i tego samego do$wiadczenia, a wiec
przy identycznych parametrach metodycznych i biologicznych, zaleznosé
wplywu erytrocytow na leukocyty od ich wzajemnego ilosSciowego sto-
sunku.

Wyniki zestawione sa w tablicy 2 i w sporzagdzonym na jej podstawie
rysunku 3, ilustrujacym korelacje opisanego przez nas zjawiska.

o] '

3

3
T

8
T

Wzrost zuzycia 0, w %%

201

1 1 % 1 e
10 20 30 a0 50 60 70 &
llos¢ erytrocytow na 1 leukocyt

L L J

Rys. 3. Zalezno$¢ wielkoSci wplywu od iloéci dodanych
erytrocytow

Doswiadczenia te wykazuja, ze przy wzroscie ilo$ci dodanych erytro-
cytéw przypadajacych na jeden leukocyt zwigksza sie réwnolegle ich
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wplyw na pobieranie tlenu przez leukocyty. Zalezno$¢ taka jest dosé
wyrazna az do stezenia 50—60 erytrocytéow na jeden leukocyt. Po prze-
kroczeniu tej granicy zaobserwowano w kilku doswiadczeniach spadek
wplywu. Mogloby to wskazywa¢ na istnienie optymalnego stezenia ery-
trocytéw, przy ktéorym ich wplyw na oddychanie leukocytéw jest naj-
wiekszy. W takim wypadku optimum to wynositoby okolo 50 E : 1 L. Opti-
mum to byloby do$¢ niezwykle wzigwszy pod uwage fakt, iz stosunek
E : L u ludzi w warunkach fizjologicznych wynosi okoto 1000 E: 1L, i ze
raczej tutaj nalezaloby sie spodziewaé¢ najwybitniejszego wplywu.

DYSKUSJA

Powyzsze doswiadczenia wykazuja niewatpliwy udzial erytrocytéow
W pobieraniu tlenu przez ciatka biale krwi ludzkiej oraz $wiadcza o wy-
raznej korelacji miedzy iloscia erytrocytéow towarzyszacym leukocytom
a wielkoscig oddychania. Jednakze sam mechanizm opisanego zjawiska
i istota uzyskanej zaleznos$ci miedzy obydwoma typami elementéw mor-
fotycznych krwi pozostaje nie wyjasniona i wymaga dalszych systema-
tycznych badan.

Teoretycznie mozemy rozpatrzyé¢ szereg wchodzgcych w rachube moz-
liwosci wytlumaczenia opisanego przez nas zjawiska. Przede wszystkim
nasuwa sie przypuszczenie, ze erytrocyty dostarczaja ciatkom bialym od-
powiednich metabolitéw. Jakkolwiek tej ewentualnosci nie mozna wy-
kluczyé¢, to jednak charakter doswiadczen raczej przeciw niej przemawia.
Metabolity powstajace w erytrocytach i wykorzystywane przez ciatka
biate winny znajdowa¢ sie w surowicy, ktéra przeciez jest stale uzywa-
nym przez nas Srodowiskiem w doswiadczeniach.

Szybkie zmniejszenie zuzycia tlenu przez oczyszczone leukocyty moz-
na by tlumaczy¢ réwniez samozatruciem produktami przemiany materii
’ub tez zatruciem przez substancje powstajace w tym ukladzie w toku
rozpadu plytek krwi. Jezeli wezmiemy pod uwage wielka wrazliwosé leu-
kocytéw na dzialanie r6znych czynnikéw zewnetrznych, taka ewentualnosé
winna by¢ wzieta pod uwage i nalezaloby stwierdzi¢, czy krwinki czer-
wone nie spelniajy roli odtruwania lub ostaniania leukocytéw przed dzia-
taniem szkodliwych substancji.

Wreszcie nalezy pamieta¢ o zasadniczej funkcji krwinek czerwonych
w ustroju, to jest o przenoszeniu tlenu przez te komoérki. Oksyhemoglobina
zawarta w erytrocytach jest zbiornikiem tlenu, z ktérego ewentualnie mo-
ga korzysta¢ leukocyty w rownej mierze jak z tlenu rozpuszczonego w su-
rowicy. Nasze dalsze badania wskazuja na te mozliwo$¢, jednak nie po-
trafimy na razie odpowiedzie¢ jednoznacznie na pytanie, czy istota wpty-
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wu erytrocytéw na pobieranie tlenu przez leukocyty da sie wytlumaczy¢
wylacznie tym mechanizmem.

Jakkolwiek zaobserwowane przez nas zjawisko moze sie wydawaé po-
zornie dziwne, gdyz nie ma dla niego analogii w innych dziedzinach
fizjologii komérkowej, to nalezy jednak pamieta¢ o tym, ze leukocyty,
a szczegblnie leukocyty ludzi, stanowig typ komoérek pod wielu wzgledami
réznigcy sie od elementéw morfotycznych, najczesciej badanych. Te bio-
chemiczng odrebnosé leukocytow podkresla z naciskiem Beck [1]. Na uwa-
ge zasluguja rowniez doswjadczenia Kielera [6], w wyniku ktérych stwier-
dzil on specyficzne i niezwykle zachowanie sie oddychania leukocytow
normalnych inkubowanych przez wiele godzin. Wreszcie nalezy przy-
pomnie¢, ze leukocyty biataczkowe daja sie hodowac¢ in vitro tylko w obec-
nosci fibroblastéw, a wytlumaczenie tej symbiozy pozostaje ciagle w sfe-
rze hipotez.

Autorzy wyrazaja serdeczne podziekowanie Prof. dr B. Skarzynskiemu
za cenne wskazowki w czasie pracy i pomoc przy jej ukonczeniu.

STRESZCZENIE

Przy pomocy metody nurkéw Kartezjusza badano oddychanie oczysz-
czonych leukocytéw ludzkich w obecnosci rozmaitych stezen erytrocytéw.

Stwierdzono, ze zuzycie tlenu przez ciatka biale wzrasta po dodaniu
krwinek czerwonych do zawiesiny komérkowej.

Wykazano, ze dodatni wplyw erytrocytéw na oddychanie leukocytéow
charakteryzuje sie nieznacznym poczatkowym wzmozeniem intensywnosci
pochlaniania tlenu i pézniejszym wybitnym jego przedluzeniem. Prawdo-
podobnie istnieje optymalne stezenie erytrocytéw, przy ktérym oddycha-
nie leukocytéw jest najwyzsze.

Omoéwiono biochemiczne i biologiczne mozliwosci interpretacji opisa-
nego zjawiska.
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THE EFFECT OF ERYTHROCYTES ON THE RESPIRATION OF HUMAN
LEUCOCYTES

Summary

Respiration of purified human leucocytes was investigated with the
aid of Cartesian divers in presence of varying concentrations of erythro-

cytes.

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

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

Possible biochemical and biological interpretations of the phenomenon

are discussed.
Otrzymano 20.12.1957 r.
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ROZMIESZCZENIE ENZYMOW Z GRUPY ESTERAZ
WE FRAKCJACH BIALKOWYCH SOKU TRZUSTRKOWEGO PSA*)
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Jednym z gléwnych skladnikéw soku trzustkowego jest bialtko wyka-
zujgce wybitng i réznorodng aktywnos$¢ enzymatyczng, zdolng do hydro-
lizy wszystkich niemal substancji sktadowych pozywienia zwierzecia. Zna-
ne s liczne enzymy wchodzgce w sklad bialek soku trzustkowego, przy
czym tylko niektére z nich, jak np. trypsyna i chymotrypsyna zostaly
zidentyfikowane jako odrebne substancje chemiczne. Rozdzial mieszanin
biatkowych przy pomocy elektroforezy i lokalizacja aktywnos$ci enzyma-
tycznych w uzyskanych frakcjach elektroforetycznych moze stanowié po-
wazny krok naprzéd w zagadnieniu odrebnosci poszczegélnych enzymoéw
i ich identyfikacji jako indywidualnych substancji biatkowych.

Metode elektroforezy zastosowali po raz pierwszy do rozdzialu bialek
soku trzustkowego Munro i Thomas [20], uzyskujgc 4—5 frakcji bialko-
wych, nie przeprowadzajac jednak doswiadczen nad lokalizacja aktywnosci
enzymatycznej w tych frakcjach. Byrne i wspélpracownicy [4] oraz Gross-
berg i wspdlpracownicy [11] rozdzielali biatka soku trzustkowego na 6
frakcji elektroforetycznych, lokalizujgc w niektérych sposréd tych frak-
cji trzy gléwne enzymy soku trzustkowego — amylaze, lipaze i proteinaze.
Uzywali oni w swoich do$wiadczeniach wolnej elektroforezy Tiseliusa,
przy ktérej wyosobnienie poszczegélnych frakeji biatkowych napotyka na
do$¢ duze trudnosci techniczne, totez zastosowanie znacznie prostszej me-
todycznie elektroforezy bibulowej umozliwilo dalsze postepy w tej dzie-
dzinie. Postugujac sie ta metodg, A. i R. Delcourt [6] otrzymywali przy

*) Praca byla czeSciowo subwencjonowana przez Komitet Biochemiczny Wy~
dzialu II PAN.

[189]
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rozdziale biatek soku trzustkowego réwniez 6 frakcji, w ktérych badali
rozmieszczenie lipazy, esterazy i esterazy cholinowej.

Autorzy wszystkich cytowanych powyzej prac uzywali do swoich do-
$wiadczen sok trzustkowy psa. Ostatnio Rotschild i Junqueira [26] roz-
dzielali, stosujac elektroforeze bibulowsg, sok trzustkowy szczura. Auto-
rzy ci uzyskiwali 7 frakeji biatkowych, w ktérych badali zawarto$¢ amy-
lazy, lipazy i esterazy, rybonukleazy, trypsyny i chymotrypsyny, jednak-
ze obraz frakcji biatkowych na elektroforogramach i rozmieszczenie enzy-
méw we frakejach byty zupelnie odmienne, w poréwnaniu z wynikami po-
przednich prac z uzyciem soku trzustkowego psa.

Dalsza kontynuacje badan tego typu stanowi poprzednia praca wspo6l-
autoréw niniejszych badan [15], w ktérej okreSlono rozmieszczenie amy-
lazy, lipazy i enzyméw proteolitycznych we frakcjach biatkowych soku
trzustkowego psa, rozdzielonych przy pomocy elektroforezy mna bibule.
W celu otrzymania soku stosowano rézne bodzce wydzielnicze i stwier-
dzono, ze wplywaja one na stezenie enzyméw, nie zmieniajac jednak ich
rozmieszczenia we frakcjach elektroforetycznych.

W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan nad rozmieszczeniem
dalszych enzymoéw z grupy esteraz, a mianowicie aliesterazy, esterazy cho-
linowej, esterazy cholesterolowej i zasadowej fosfatazy we frakcjach uzy-
skanych przy rozdziale elektroforetycznym biatek soku trzustkowego psa.
Podjeto réwniez prébe przedyskutowania odrebnosci tych enzyméw jako
indywidualnych substancji, rozkladajacych swoiste substraty.

METODY

Sok trzustkowy otrzymywano w doswiadczeniach ostrych przeprowa-
dzanych na psach, u ktérych przy uzyciu narkozy morfinowo — eterowej
zakladano kaniule szklang do przewodu trzustkowego. Wydzielanie soku
wywolywano dzialaniem réznych bodzcéow — sekretyny lub wyciagu
z blony $luzowej jelita, pankreozyminy i pilokarpiny. Dokladng metodyke
otrzymywania soku opisano poprzednio [15].

W odroéznieniu od sposobu postepowania stosowanego w pracy po-
przedniej przeprowadzano rozdzial elektroforetyczny wedtug metody opra-
cowanej przez Ostrowskiego i wspolpracownikéw [24]. Na plytki szklane
10 X 32 cm powleczone warstwg zelu agarowego zawierajacego 3% hyflo
super-cel nakladano pipeta 0,2—0,6 ml soku i umieszczano w komorze
w polozeniu poziomym, zapewniajac kontakt z roztworem buforowym
za pomocy paskéw bibuly nalozonych na konce plytek. Czas trwania
elektroforezy w temperaturze pokojowej przy napieciu 150 V. wynosit
14—16 godzin. Uzywano buforu weronalowego o pH 8,6. Polozenie frakeji
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bialkowych na ptytkach ustalano przez przylozenie do warstwy zelu dwéch
paskéw bibuly o szerokosci 1 em i dlugosci 32 cm na czas 10—20 minut.
Po wysuszeniu paskéw wybarwiano je roztworem czerni amidowej 10B
wedlug Grassmana i Hanniga [10] i po ustaleniu polozenia frakeji biatko-
wych odcinano na plytce warstwy zelu agarowego odpowiadajace poloze-
niem i szerokoscig frakcjom biatkowym odbitym na paskach. Zebrane z po-
wierzchni plytki warstwy zelu eluowano w probéwkach 6 ml soli fizjolo-
gicznej przez 2 godziny i po odwirowaniu adsorbenta oznaczano w otrzy-
manych roztworach stezenie biatka oraz aktywnos¢ enzymow.

W wiekszosci doswiadczen sok trzustkowy zageszczano przed przepro-
wadzeniem rozdziatu. elektroforetycznego, dializujgc 1—3 ml soku w wo-
reczku plastikowym wzgledem 50%p roztworu gumy arabskiej w tempe-

raturze +4°C przez okres 1—2 godzin. Zageszczony w ten sposéb sok za-
wieral 2—4-krotnie wieksze stezenie bialka.

Dokladny rozdziat frakcji w czasie elektroforezy uzalezniony jest od
waskiego nalozenia pltynu zawierajacego bialko na plytke z zelem agaro-
wym. Uzywajgc sok trzustkowy zageszczony przez dialize otrzymywano
znacznie lepszy rozdzial frakeji, poniewaz wieksze stezenie bialka i en-
zyméw w takim soku umozliwiajg nakladanie mniejszej objetosci, a tym
samym nakladanie wezsze i bardziej ré6wnomierne. Dokladnosé nalozenia
utatwia poza tym wieksza lepko$é soku dializowanego. Wyzszo$é stoso-
wanej obecnie techniki elektroforezy w poréwnaniu z poprzednio stoso-
wang elektroforeza bibulowa polega na tym, ze 1) mozna nakladaé 3—4-
-krotnie wieksze objetosci soku, 2) czas trwania elektroforezy jest krétszy,
3) przy takim sposobie postepowania o wiele latwiej rozdzieli¢ frakcje
2 i 3 na dwie podfrakcje, co przy zastosowaniu elektroforezy bibulowej
udaje sie tylko wyjatkowo.

Oznaczanie biatka przeprowadzano przy pomocy odczynnika fenolowe-
go Folina-Ciocalteu [9], wedlug procedury opisanej poprzednio [16]. Przy
oznaczeniach enzyméw stosowano nastepujace substraty: octan p-nitro-
fenolu (otrzymany syntetycznie wedtug Hugginsa i Lapidesa [17]) dla ali-
-esterazy, chlorek acetylocholiny dla esterazy cholinowej, octan choleste-
rolu dla esterazy cholesterolowej, fosforan fenolftaleiny dla zasadowej

fosfatazy, tréojbutyryne dla lipazy, skrobie dla amylazy i hemoglobine
dla proteaz.

Oznaczenia aktywnosci enzymatycznej przeprowadzano wedlug naste-
pujacych metod: ali-esteraze badano wedlug Hugginsa i Lapidesa [17],
esteraze cholinowa wedlug Hestrina [14], esteraze cholesterolowg ozna-
czano modyfikacja metod Niefta i Deuela [23] oraz Byrona i wspélpracow-
nikéw [5], inkubujgc roztwoér enzymu z zawiesing substratu i roztworem
buforowym fosforanowym o pH 6,6 przez 2 godziny w temperaturze 37°C.
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Cholesterol i nie rozlozony ester ekstrahowano z prébki mieszaning alko-
holu i eteru 3: 2 i po straceniu cholesterolu digitoning oznaczano jego ste-
zenie wedlug metody podanej w zbiorze metod analitycznych H. Fistera
[7]. Aktywnos¢ fosfatazy oznaczano wedlug Hugginsa i Talalaya [18], amy-
lazy wedtug H. Fistera [7], lipazy metoda Pereza i Willemorta [25]. Enzymy
proteolityczne oznaczano metoda hemoglobinowg Ansona [3]. Jednostki
aktywnosci enzymoéw przyjeto wedlug metod analitycznych, badz tez
okreslano jak poprzednio [16].

WYNIKI

Wykonano doswiadczenia na soku trzustkowym uzyskanym z 13 pséw,
przeprowadzajgc 24-krotnie rozdzial elektroforetyczny bialek. Postugujgc
sie opisang wyzej technika elektroforezy w osrodku agarowym zawiera-
jacym hyflo super-cel otrzymano 6—8 frakcji bialkowych w zaleznosci

I W  sa b dn 2 0

¥
Rys. 1. Obraz rozdziatu frakcji bialkowych soku
trzustkowego na elektroforogramach
a) — na bibule, b) — na pilytkach agarowych
z hyflo super-cel

od psa dostarczajacego sok. Poréwnujac rozmieszczenie trzech gléwnych
enzymoéw soku we frakcjach biatkowych, uzyskanych obecnie stosowang
technika elektroforezy, z wynikami uzyskanymi poprzednio na bibule [15],
stwierdzono, ze wigksza ilo$¢ frakcji powstaje wskutek dalszego rozdzialu
frakeji 2 i 3 na frakcje okreslone obecnie jako 2a, 2b, 3a i 3b (Rys. 1).
Frakcje 1, 4, 5 i 6 pozostaja w kolejnosci niezmienionej.

Wzgledna procentowa zawarto$¢ bialka w poszczegélnych frakcjach
wykazuje pewng zmiennos¢ w zalezno$ci od badanego psa, wartosci $red-
nie sg jednak zgodne z wynikami podawanymi poprzednio [4, 15] (Tab-
lica 1). Rodzaj bodzca wydzielniczego wplywa tylko na absolutne stezenie
bialka w soku, a nie na stosunek jego ilosci w poszczegélnych frakcjach.
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Tablica 1
Sredme wartosci rozktadu biatka we frakcjach elektroforetycznych

frakcje 1 2a 2b 3a | 3b 4. }5'5 6

e — SRAES SRS SR e A PO SRRy = VR O S

wzgledny % 6,14 | 15,20 | 12 18f 7,98 8353320 956| 7,33

Wartosei srednie obliczono z wynikéw 24 oznaczen blatka w eluatach frakcji elektroforetycznych

Tablica 2

Srednie wartoscr aktywnoscu enzymatyczne; we frakcgach btalkowych

| ‘ !
Enzym Substrat, I | A 2a ! 2b ' 3a 3b | 4 5 I 6
I & | | | e N e e e
| octan | |1]381 |273 [181 | 63| 34| 24| 20| 24
Ali-esteraza | p-nitro- 24| { ‘ ‘ |
| fenolu |2| 378| 1,11| 0,90| 050| 0,25 l 0.04 ‘ 0,11 ’ 0,18 |
| Esteraza i chlorek | 1]272 116 ' 64 349 (178 | 15 | 06 | 00 |
[ acetylo- 19 |
| cholinowa | choliny 2 ; 24,95 \ 4,30 i 2,90 | 24,50 | 11,95 J 0,25 034 0,04
2 B i sy O [l - ; a
f \ ' | ‘ |
Esteraza | octan 1/618 [127 | 110 | 55 | 0,0 | 18| 36| 00 |
|choleste- 6| | ‘ | ‘ ; |
cholesterolowal rolu 2 : 1,74 | 0,14 0,14| 0,11 i 0,00 ‘ 0,01 006 0,00
e e Y bl e e S LB |
Zasadowa fosforan 1| 48 ' 21,0 ‘ 38,3 | 25,1 | 6,0 24| 12 | L2 |
fenol- 23| | l | ‘
fosfataza | ftaleiny | 2 b 041 069 1,55( 1,55 ‘ 0,37 ' 0,04 | 0,08 0,07
SRS s e ) 3 NN 5 oy : EN [ it 108 - 1P (TN
troi | 1 ’ 4,0 ; 08 | 08 0,5 05 | 450 473 b kel
Lipaza & trOJ_ [ ] g | ‘ I !
et Lal xs,zoi 1,1zi 138 175| 1,14 39,80 10050 2,93
1 0,1 E 01 | 01 0,3 ! 1,6 ‘ 924 } 5,0 0,4
Amylaza skrobia |10 | {
| 2 0,29, 0,23| 0,17| 1,04 | 5 49 78,55 | 14 1 59
e e —
h 1| 82 [525 | 3886 36 | 1,0 ‘ 09 | 01 0,1
Proteazy le;‘o- 11 * : [
EOER 2| 4,60 30,55/ 27.90 410 107 023 0,09 0,08 |

W rubryce I podane sg iloSci oznaczen, z ktorych obliczono wartosci srednie. Liczby w sze-
regu 1 przedstawiaja procent catej aktywnoscl enzymu w poszczegélnych frakcjach, w szeregu 2 —
aktywno$¢ wilasciwg enzymu w jednostkach aktywnoseci na 1 mg biatka. Na 24 przeprowadzone
rozdzialy elektroforetyczne w 17 przypadkach uzyto sokéw wydzielonych po podaniu pilokarpiny,
w 6 po sekretynie 1 w 1 po pankreozyminie. Oznaczenia poszczegélnych enzymoéw wykonano w na-
stgpujacych przypadkach (liczby oznaczajg kolejno ilosci przypadkéw po pilokarpinie, sekretynie
i pankreozyminie): ali-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 enzymoéw, ktérych lokalizacja zostata
juz okreslona dawniej, to znaczy amylazy, lipazy i proteaz zgadza sie do-
kladnie z wynikami uzyskanymi poprzednio [15]. Tak wiec amylaza znaj-
duje sie we frakeji 4, lipaza gtéwnie w 5, a enzymy proteolityczne we frak-
cjach 2a i 2b.

Aktywnos¢ badanych enzyméw z grupy esteraz, poza lipazg, zwiazana
jest z bialkami czterech poczatkowych frakcji elektroforetycznych, to zna-
czy 1, 2a, 2b i 3a. Aktywnos¢ ali-esterazy okreslong przez szybkos¢ hy-
drolizy octanu p-nitrofenolu wykazuje gléwnie frakcja 1, a w mniejszym
stopniu frakcje 2a i 2b. Frakcja 1 gromadzi 38,1% calej aktywnosci enzy-
mu, a dwie frakcje sasiednie odpowiednio 27,3 i 18,1%. Najwyzszg aktyw-
nos¢ hydrolizy chlorku acetylocholiny wykazuje frakcja 3a (34,9%), jak-
kolwiek w silnym stopniu wykazuje jg réwniez frakcja 1 (27,2%). Nizsze
aktywnosci frakcji sasiednich 2a (11,6%) i 3b (17,8%) mozna przypisaé
niedokladnemu rozdzieleniu frakcji. Prawie 2/3 aktywnosci esterazy cho-
lesterolowej wykazuje frakcja 1 (61,8%). Frakcje nastepne 2a i 2b roz-
kladaja octan cholesterolu tylko w stabym stopniu (12,7 i 11,0% aktyw-
nosci). Zasadowa fosfataza znajduje sie gléwnie we frakcji 2b (38,3%),
w mniejszych iloSciach we frakcjach sasiadujgcych (2a—21,0%, 3a—
25,1%).

W tablicy 2 zebrane sga srednie wartosci rozkladu procentowego po-
szczegblnych rodzajow aktywnosci enzymatycznej oraz aktywnosci wla-
Sciwe enzymoéw w poszczegélnych frakcjach biatkowych. Aktywnos¢ wia-
Sciwa enzymu, to znaczy ilos¢ jednostek aktywnosci przypadajaca na 1 mg
biatka, uwidacznia, w ktoérej frakcji biatko jest najbardziej aktywne przy
rozkladzie danego substratu — jest wiec réwnocze$nie miarg efektyw-
nosci oczyszczenia enzymu od innych bialek wystepujacych w soku trzust-
kowym. Dane tablicy 2 przedstawione sg réwniez na wykresach na rys. 2.

We wszystkich obecnie przeprowadzonych doswiadczeniach rodzaj
bodzca wydzielniczego nie wplywal na rozmieszczenie badanych enzymow,
co potwierdza obserwacje poprzednie [16].

DYSKUSJA

Wyniki niniejszej pracy dotyczg lokalizacji w o$miu frakcjach biatko-
wych soku trzustkowego psa enzyméw rozkladajacych wigzania estrowe
octanu p-nitrofenolu, tréjbutyryny, octanu cholesterolu, chlorku acetylo-
choliny i fosforanu fenolftaleiny. Rezultaty te lgcznie z wynikami pracy
poprzedniej [15] daja obraz rozmieszczenia w tych frakcjach siedmiu en-

Zymow.
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Rys. 2. Rozmieszczenie aktywnosci enzymatycznej we frakcjach biatkowych soku
trzustkowego psa

kolumna 1 — wzgledny procent aktywnoSci

kolumna 2 — aktywno$¢ wiaSciwa we frakcjach
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Dotychczasowe pismiennictwo, poza trzema gléwnymi enzymami soku,
podaje tylko rozmieszczenie esterazy [6, 26] i rybonukleazy [26]. Autorzy
obu cytowanych prac oznaczali jednak esteraze i lipaze przy uzyciu tego
samego substratu. R6znicowali oni oba te enzymy opierajac sie¢ na hamo-
waniu esterazy i aktywowaniu lipazy przez taurocholan sodu, co jednak
nie daje gwarancji ich odréznienia [27]. Zupelnie odmienne rozmiesz-
czenie enzymow soku trzustkowego we frakcjach elektroforetycznych
i inny obraz elektroforograméw w wynikach Rotschilda i Junqueira [26]
mozna tlumaczy¢ stosowaniem do badan soku trzustkowego innego gatun-
ku zwierzecia i odmiennej metodyki.

Badajac hydrolize wymienionych substratéw stwierdzono obecnosc
trzech enzyméw typu esteraz rozmieszczonych w odrebnych frakcjach
elektroforetycznych. Jeden z nich, hydrolizujacy tréjbutyryne, znajduje
sie¢ we frakcjach 4 i 5; jest to enzym, ktéory w piSmiennictwie okresla sie
powszechnie nazwg lipazy lub esterazy A [1, 2, 22]. We frakcji 1 znajduje
sie esteraza odmienna, ktéra rozklada stabo tréjbutyryne, natomiast hy-
drolizuje octan p-nitrofenolu, octan cholesterolu i acetylocholine. Trzecia
esteraza, rozkladajaca tylko acetylocholine, znajduje sie we frakcji 3a.
Jest ona odmienna od esterazy z frakcji 4 i 5, ktéra nie rozklada acetylo-
choliny i od esterazy z frakcji 1. Zdarzajg sie wypadki zastugujace na
specjalng uwage, ze w soku trzustkowym brak zupelnie esterazy we frak-
cji 1, mimo to w tych wypadkach rozklad acetylocholiny przez frakcje 3a
jest zachowany. Nalezy wiec wnioskowaé, ze esteraza zawarta we frak-
cji 3a jest swoistg esteraza acetylocholinowsa. Rozktad octanu p-nitrofenolu
takze przez frakcje 2a i 2b mozna wyttumaczyé czesciowo dziataniem obec-

nych tam enzyméw proteolitycznych [13, 19], a czeSciowo niedokladnym
rozdzieleniem tych frakeji.

W oméwionych wyzej przypadkach, w ktérych brak esterazy frakeji 1,
hydroliza octanu p-nitrofenolu przez frakcje 2a i 2b zachodzi, jednakze
w czasie kilkakrotnie diuzszym.

W odniesieniu do esterazy rozkladajacej estry cholesterolu istniejg
w piSmiennictwie rozbieznosci. Wedlug jednych zrédel enzym ten jest
swoisty tylko dla estréw cholesterolu [27], inne podaja, ze esteraza cho-
lesterolowa trzustki jest identyczna z esteraza rozkladajaca nizsze estry
alifatyczne [8, 21]. Wyniki nasze zdaja sie przemawia¢ za drugg alterna-
tywa, poniewaz rozklad estréw cholesterolu wykazujg te same frakcje,
ktére hydrolizuja octan p-nitrofenolu, acetylocholine i stabo tréjbutyryne.
Tak samo brak tej aktywnosci w tych przypadkach, kiedy sok nie wy-
kazuje zdolnosci esterolitycznej we frakeji 1.

Fosforan fenolftaleiny rozkladany jest przez ‘biatko frakcji 2b. W tej
samej frakcji biatkowej znajduje sie takze ktory$ z enzymoéw proteoli-
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tycznych, jednakze w pismiennictwie zasadowa fosfataza soku trzustko-
wego uwazana jest za enzym odrebny [12]. W warunkach naszych do-
$wiadczen aktywnos¢ proteolityczng wykazujg frakcje 2a i 2b. Nie wia-
domo, czy dzialanie to wywiera tylko jeden enzym, czy tez r6zne enzymy
proteolityczne rozkladajace hemoglobine, ktére wystepuja w soku trzust-
kowym.

Dalsze badania nad dokladniejszym scharakteryzowaniem esteraz soku
trzustkowego psa sg w toku.

Na tym miejscu pragniemy zlozyé podziekowanie Panu Prof. dr Bole-
stawowi Skarzynskiemu za pomoc i opieke.

STRESZCZENIE

Autorzy badali wystepowanie lipazy, ali-esterazy, esterazy cholinowej,
esterazy cholesterolowej i zasadowej fosfatazy w poszczegélnych frakcjach
biatkowych soku trzustkowego psa.

Do rozdziatlu frakcji bialtkowych zastosowano elektroforeze w osrod-
ku agarowym zawierajacym jako adsorbent hyflo super—cel. Przy takim
postepowaniu biatko soku trzustkowego rozdzielalo sie na wiekszg ilo§é
frakeji niz przy postugiwaniu si¢ klasyczng elektroforeza bibulows.

Stwierdzono, ze frakcja bialkowa rozkladajaca estry nizszych kwasow
tluszczowych rozklada réwniez estry cholesterolu i acetylocholine. Enzym
znajdujacy sie¢ w tej frakcji jest odrebny od lipazy wystepujacej w zu-
pelnie innej frakcji bialkowej. Swoista esteraza cholinowa réwniez daje

sie oddzieli¢ elektroforetycznie od lipazy i ali-esterazy, to samo dotyczy
zasadowej fosfatazy.
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DISTRIBUTION OF ENZYMES OF THE ESTERASES GROUP IN PROTEIN
FRACTIONS OF A DOG’S PANCREATIC JUICE

Summary

The authors investigated occurrence of lipase, ali-esterase, cholin-
esterase, cholesterol esterase and alkaline phosphatase, in particular,
protein fractions of 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 of the pancreatic juice was partitioned into a greater number
of fractions than that obtained by the classical paper electrophoresis.

The protein fraction decomposing esters of lower fatty 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.

Otrzymano 18.12.1957 r.
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A CT A BIOCHIMICA POLONEICA

Kazdy autor winien dokladnie zapoznaé¢ sie z treScia ,wytycznych dla
autorow” jeszcze przed przystapieniem do pisania swej pracy i skrupulatnie sto-
sowaé sie do nich. Prace nie odpowiadajace pod wzgledem formy postawionym
wymogom nie beda mogly byé brane pod uwage i zostang zwrocone autorom. Fakt
przeslania pracy do redakeji uwazany jest jako réwnoznaczny ze zgoda autora na
tresé ,wytycznych”.

WYTYCZNE DLA AUTOROW

1. Acta Biochimica Polonica publikujg prace biochemiczne i z dziedzin pokrew-
nych biochemii, zawierajace nie ogloszone dotychczas wyniki badan do$wiadczal-
nych. Oglaszane prace winny zawiera¢ element nowo$ci naukowej.  Jezykiem prac
zgtaszanych do publikacji w Acta Biochimica Polonica jest jezyk polski lub jeden
z jezykow kongresowych.

2. Prace powinny byé¢ pisane mozliwie zwiezle, ale zwiezlo§¢ nie powinna po-
wodowaé¢ niejasnoSci przedstawienia. Artykuly sa przeznaczone przede wszystkim
dla czytelnika wyspecjalizowanego w danym temacie, mimo to artykuly powinny
byé zrozumiale dla ogélu czytelnikow. Opis doSwiadczen powinien byé taki, by
moégt je powtérzyé kazdy, kto dysponuje odpowiednim materialem, wyposazeniem
i techniczng sprawno$cia. Nalezy unikaé technicznych neologizméw. Uzywane skroéty
nalezy wyjas$ni¢ w tekscie.

3. Uktad artykutéw. Prace nalezy przesylaé do redakcji w postaci go-
towej do druku, w trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szeroko$ci okolo 4 cm po lewej stronie i okolo 1 em po prawej stronie, z po-
dwojng interlinig oraz z numeracjg stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisaé na pa-
pierze piSmiennym (bialym). W tekS§cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych po-
prawek, przekre§len lub podkreélen na maszynie ani atramentem. Dopuszczalna
najwyzsza ilo§¢ poprawek wynosi trzy na jednej stronie. Autor moze proponowaé
oznaczenia typograficzne przez odpowiednie okre§lenie (tekst rozspacjowany, zlozony
kursywa, czcionka grubg itp.), ale wylgcznie oléwkiem. Nie nalezy stawiaé kropek
po tytutach i podtytutach, ani po skrétach takich jak: ml, cm, g, kg. Dla wyrazenia
mikrograma stuzy skrot ,ug“, a nie ,,vy“. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umie$cié¢: a) streszczenie polskie, b) cytowang literature, c¢) tablice, d) rysunki
lub fotografie wraz z objasnieniami (patrz pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko autora
(6w), adres dla przestania korekty i honorarium oraz skrécona wersje tytulu nie
przekraczajgca 60 miejsc literowych, przeznaczong dla umieszczenia jej nad strona-
mi tekstu pracy. Nalezy poda¢ nazwisko i adres osoby upowaznionej do przeprowa-
dzenia korekty, w przypadku nieobecno$ci autora. W tekécie nalezy zaznaczyé
olowkiem na marginesie w przyblizeniu miejsca, w ktérych powinny byé umiesz-
czone tablice i rysunki. Prace nie odpowiadajqce wymaganiom zawartym w punk-
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cie 3 zostang przepisane na koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potrgcona
z honorarium autorskiego.

4. Na pierwszej stronie pracy nalezy podaé: imig i nazwisko autora (-6w), tytul
mozliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujgcy tre$¢ pracy, zaklad naukowy, w kto-
rym wykonano prace i nazwisko kierownika zakladu, odpowiedzialnego za jego
dzialalno$¢. W interesie autora lezy, aby tytul pracy zawieral w najkrotszej for-
mie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unikaé tytuléw
w rodzaju: ,Badania nad...”. Wskazane jest podawanie juz w tytule gléwnego wnio-
sku wynikajgcego z pracy, nawet w przypadku, gdy jest on negatywny. Tytul moze
wtedy przybraé¢ postaé: ,Niemoznoéé...”, lub podobnie.

5. Tekst pracy powinien sklada¢ sie¢ z nastepujgcych czeSci: a) zwiezly
wstep wyjasniajacy cel i zalozenie pracy, b) opis metod do$§wiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub spos6b preparatywnego uzyskania uzywanych chemikaliéw
oraz opis szczegéldw, ktore sg potrzebne dla powtérzenia opisanych do$wiadczen
i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, ¢) opis wynikéw ujety mozliwie zwiezle,
najlepiej w postaci tablic lub wykreséw, d) dyskusja o uzyskanych wynikach,
e) streszczenie lub wnioski — objetoSci nie przekraczajgcej 3% rozmiaréw pracy.
Streszczenie lub wnioski winny byé tak sformulowane, aby zawieraly, w postaci
mozliwie najbardziej zwieztej, wyniki pracy wraz z gitéwnymi danymi liczbowymi.
Wnioski winny wynikaé bezposrednio z do$Swiadczen. Wnioski posrednie moga byé¢
zamieszczone w tym punkcie wylacznie pod warunkiem wyraznego okreS§lenia, ze
majg one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody doswiadczalne powinny byé przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor postugiwal si¢ znang metoda publikowana, wystarczy powolanie sie
na odnoSng prace, ewentualnie oméwienie istoty danej metody. Nalezy wymienié
wszelkie, nawet pozornie niewielkie, odchylenia od pierwotnej metody; stwierdzenie,
ze postugiwano sie¢ odno$ng metodg .,z niewielkimi modyfikacjami’” nie jest do-
puszczalne.

7. Stezenie roztworodow pospolitych kwaséw i zasad wyraza sie pojeciem.
normalno$ci (N), natomiast dla roztworéw soli nalezy postuzyé sie pojeciem molo-
wosci (M): 0,25 N HCI, 0,15 M NaH,PO,. Stezenie ulamkowe nalezy wyrazié syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N HCI, a nie N/4 HCI. Pojecie ,,procent®, , %0 uzywa sie
w $cistym znaczeniu, tj. w gramach na 100 graméw roztworu. Procenty objetoSciowe
nalezy wyrazaé symbolem ,° obj./obj.”, a procenty wagowo-objetoSciowe ,%
wag./obj.”.

8. Poszczegblne tablice powinny mieé¢ nagléwek opisujacy ich tres¢.
Sens tablic powinien byé zrozumialy bez powolywania si¢ na tekst pracy. Nie jest
konieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikéw podobnych do$wiadczen, jezeli
poda sie warto§¢é Srednig wraz z jego ,Srednim odchyleniem”, ew. liczbe indywi-
dualnych rezultatéw.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywa¢é w postaci nadajacej sie do
reprodukcji lub przerysowania. Kazdy rysunek lub fotografia winny byé przygo-
towane na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku, lub fotografii nalezy
podaé otéwkiem: nazwisko autora, pierwsze slowa tytutu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze stowa legendy, ktéra ma by¢ umieszczona pod nim. Do rysun-
kéw i fotografii nalezy dolgczyé wykaz (na maszynie) zawierajacy kolejne numery
wraz z tytutami i legendg. Nalezy unikaé podawania na rysunkach objas$nien teksto-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé zadnych oznaczen. Je$li fotografie ta-
kich oznaczen wymagajg, nalezy umie$ci¢ je na przypietej do fotografii kalce tech-
nicznej. Nadmierna ilo§é rysunkéw moze byé wykonana wylgcznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajgce zaleznoSci zbadane eksperymentalnie winny mieé wyraznie za-
znaczone punkty, ktérych warto$ci uzyskano do$wiadczalnie.
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10. Cytowang literature nalezy wypisa¢ na oddzielnej karcie, wymieniajge
pozycje w alfabetycznej kolejnosci autoré6w. W wykazie podawaé kolejno: numer
pozycji, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytul czasopisma, tom
(rocznik), poczatkowg strong artykutu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta Biol.
Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykul ma kilku autoréw, nalezy w wykazie
literatury podaé¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoréw. Dla cyto-
wanych ksigzek (nie czasopism) nalezy podaé¢ takze tytut ksigzki, wydawce, miej-
sce oraz rok wydania. Np. [12] Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci, Tu-
rowski, Sanok, 1855. Wykaz uzywanych skrotéw czasopism podaja Roczniki Chemii
26, 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawaé jeden raz, a wszystkie
odsylacze do tej pracy powinny mieé¢ ten sam numer. Powolanie si¢ w tek$cie na
odno$ng pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru pozycji
wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktorg nalezy zwracaé¢ redakecji w cig-
gu trzech dni. Nieodestanie przeprowadzonej korekty w oznaczonym przez re-
dakcje terminie oznacza rezygnacje autora z umieszczenia pracy w biezacym nu-
merze czasopisma. Zaleca si¢ wykonanie korekty oléwkiem kolorowym, barwy
odmiennej od oléwka korektora, ale nie czerwonym. Koszty spowodowane zmiang
tekstu, poza poprawa bledéw drukarskich, ponosi autor.

12. Autorowi przystuguje bezplatnie 25 egzemplarzy odbitek pracy. Zadanie
wiekszej iloSci odbitek winno by¢é wyrazone na piSmie, jednocze$nie ze zloze-
niem pracy w redakcji, najpdzniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za
dodatkowe egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja mie uwaza sie za uprawnionqg do przeprowadzania jakichkolwiek
zmian w pracy bez zgody autora. Dla dokonania zmian uwazanych przez redakcje za
celowe dwa egzemplarze pracy odsyla sie autorowi, trzeci pozostaje w aktach
redakeji.
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UCHWALA WYDZIALU NAUK BIOLOGICZNYCH PAN W SPRAWIE OBCHODU
ROKU DARWINOWSKIEGO (1959) PODJETA NA POSIEDZENIU PLENARNYM
W DNIU 11.VL1957 R.

»Wydzial Nauk Biologicznych PAN po wystuchaniu i przedyskutowaniu referatu
przewodniczgcego Komisji Ewolucjonizmu PAN prof. dra K. Petrusewicza o projek-
cie obchodu Roku Darwinowskiego podejmuje nastepujacg uchwate:

I. Wydzial Nauk Biologicznych powierza Komisji Ewolucjonizmu PAN, jako
roboczemu komitetowi organizacyjnemu, przygotowanie programu obchodu Roku
Darwinowskiego (1959), zorganizowanie poszczegdélnych imprez zwigzanych z obcho-
dem oraz zobowigzuje Komisje Ewolucjonizmu PAN do przedstawienia w terminie
do 31 grudnia 1957 r.: 1) szczegélowego programu obchodu z uwzglednieniem metod
propagandy jubileuszu wéréd najszerszych kregéw biologéw i przedstawicieli innych
specjalnosci, ktoére by nadawaly wuroczysto$ciom Darwinowskim skale krajows,
2) wnioskéw dotyczgcych skladu i zakresu dzialania Komitetu Obchodu Roku Dar-
winowskiego przy Prezydium PAN, ktéry obejmie protektorat nad uroczysto$ciami
jubileuszowymi.

II. Wydzial II akceptuje nastepujacy ramowy program obchodu Roku Darwi-
nowskiego:

1) Jubileuszowe wydanie Dziel wybranych Darwina. Wykonanie tego zadania
powierza sie Kolegium Redakcyjnemu Biblioteki Klasykéw Biologii przy Komisji
Ewolucjonizmu PAN pod przewodnictwem prof. dra T. Wolskiego, ktére zapoczgt-
kowalo juz w r. 1956 opracowanie polskiego wydania Dziel wybranych.

Wydzial akceptuje wydanie w serii jubileuszowej nastepujgcych dziel: Autobio-
grafia, Wybér listébw, O powstawaniu gatunkéw, O pochodzeniu czlowieka, Dobér
piciowy, Wyraz uczué¢ u czlowieka i zwierzat, Zmienno§é roélin i zwierzat w stanie
kultury, Podr6z naturalisty, Sprawozdanie z przebiegu posiedzenia Linnean Society
w 1858 r., O krzyzowaniu i zapylaniu u roslin oraz prosi o poinformowanie wydzialu
o ostatecznym projekcie Dziel wybranych, jak réwniez o informacje biezgcg o po-
stepie prac w tej dziedzinie.

2) Ogloszenie konkursu na prace dotyczgce rozwoju mysli ewolucyjnej w Polsce
(1957 - jesien) oraz zorganizowanie w jesieni 1959 r. sesji PAN na temat rozwoju
idei ewolucji w Polsce. Zakres i warunki konkursu powinien opracowaé powolany
przez Komisje Ewolucjonizmu PAN zesp6t w skladzie prof. prof. Brzek, Konopka
Makarewicz, Makower, Petrusewicz, Raabe, Skarzynski, Suchodolski. Bedzie on
rowniez czuwal nad przebiegiem prac konkursowych i zorganizuje sesje problemows
PAN w 1959 r., na ktérej oprécz typowego programu jubileuszowego bedg referowane
ostateczne wyniki konkursu lub jego przebieg. Program konkursu powinien byé
przedstawiony Wydzialowi do dnia 1.IX.1957 r.
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3) Ogloszenie konkursu na prace badawcze (eksperymentalne lub terenowe) w za-
kresie ewolucji $wiata organicznego i zorganizowanie w 1959 r. sesji problemowej
PAN poswigconej tym zagadnieniom.

Na sesji oprocz referatéw ogélnych referowane bedg prace uczestnikéw konkursu.
Wydzial akceptuje opracowane przez powolany juz przez Komisje Ewolucjonizmu
zesp6t w skitadzie prof. prof. Gajewski, Kaufman, Kozlowski, Kunicki-Goldfinger,
Michajlow, Petrusewicz, Raabe, Stefanski, Szafer, Szaferowa, Wolski — zakres, pro-
blematyke i warunki konkursu oraz powierza wymienionemu zespolowi czuwanie
nad przebiegiem prac konkursowych i zorganizowaniem sesji problemowej PAN
w 1959 r. Zobowigzuje sie zespdét konkursu do opracowania szczegélowego regula-
minu i przedstawienia go Wydzialowi do dnia 1.I1.1958 r.

4) Wydanie szeregu broszur, ksigzek popularnych na réznych poziomach nauko-
wych, odczytéw itp. tak, aby szeroko spopularyzowaé wérdéd spoleczenstwa polskiego:
postaé K. Darwina i jego role w nauce.

Zobowigzuje sie¢ Komisje Ewolucjonizmu do opracowania i przedstawienia wy-
dzialowi zamierzen w tym zakresie oraz projektu udzialu czlonkéw PAN w tym
obchodzie. .

5) Udzial w uroczysto$ciach jubileuszowych organizowanych w innych krajach,
a gléwnie w Anglii. Nawigzanie juz w roku 1957 kontaktu z Linnean Society, British
Muzeum, British Association i innymi organizacjami i instytucjami zainteresowa-
nymi obchodem.

6) Propaganda Roku Darwina poprzez wydawnictwa PAN, tak by wilaczyly sie
do jego obchodu uczelnie wyzsze, towarzystwa, placowki naukowo-badawcze itp.

KONKURS NA PRACE BADAWCZE
Z ZAKRESU EWOLUCJI SWIATA ORGANICZNEGO

Komisja Ewolucjonizmu PAN za zgodg Wydzialu Nauk Biologicznych PAN oglasza
konkurs na prace badawczg z zakresu ewolucji $wiata organicznego.

Do konkursu zglaszane mogg byé prace badawcze oparte o jakgkolwiek dyscy-
pling biologiczng i prowadzone wla$ciwymi jej metodami, w spos6b $§wiadomy i udo-
kumentowany wyjaéniajgce lub w istotnym stopniu przyczyniajgce sie do wyjasnie-
nia procesé6w ewolucji $§wiata organicznego.

Zakres problematyki prac konkursowych obejmuje wiec badania nad jednostka-
mi podlegajgcymi ewolucji oraz procesami (przebieg, prawa i prawidlowosci), czyn-
nikami (przyczynami) specjacji i filogenezy.

Konkurs bedzie rozstrzygany trzy razy w latach 1959, 1960 i 1961. Prace odpo-
wiadajgce warunkom konkursu bedg referowane i dyskutowane na sesji proble-
mowej Wydzialu II, po czym jury konkursu odbedzie posiedzenie roztrzygajace wynikf

Przedmiotem ostatecznej oceny jury w kazdym z trzech terminéw mogg byé¢ tyl-
ko prace zakonczone, wydrukowane lub opracowane do druku.

Termin zglaszania prac na pierwsze (tzn. w 1959 r.) posiedzenie jury uplywa
z dniem 1.VII.1958 r. Do konkursu mogg byé¢ zglaszane prace podjete specjalnie na
konkurs lub rozpoczete przed ogloszeniem konkursu, o ile odpowiadaja warunkom
konkursu (do udzialu w konkursie moga by¢ zgilaszane prace wydrukowane po oglo-
szenju konkursu).

W kazdym z trzech terminéw rozstrzygania konkursu przewiduje sig: jedng
pierwsza nagrode w wysoko$ci 10.000 zl, dwie drugie nagrody po 5.000 zi, trzy
trzecie nagrody po 3.000 zi.

Regulamin konkursu bedzie opracowany i ogloszony do 1.II1.1958 r.

ii
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KONKURS
NA PRACE BADAWCZA Z DZIEJOW MYSLI EWOLUCYJNEJ W POLSCE

Na rok 1959 przypada jubileusz wydarzenia naukowego, ktére stalo si¢ punktem
zwrotnym w dziejach mys$li ndukowej i filozoficznej. Bedzie to setna rocznica opu-
blikowania podstawowego dziela Karola Darwina — , O powstawaniu gatunk6w®.
W tym samym roku przypada 150 rocznica urodzin Darwina. Réwniez w 1959 I
mija 150 lat od czasu opublikowania ,Philosophie Zoologique®, dziela wielkiego
prekursora nowozytnej mys$li ewolucyjnej Jana Baptysty Lamarcka.

15 listopada 1909 roku polski przyrodnik i popularyzator Jozef Nusbaum-Hilaro-
wicz podpisal przedmowe do pierwszego wydania swego dziela ,Idea ewolucji w bio~
logii“, ktérym skladal hold pamigci wielkich uczonych w ich 50 i 100 roczni-
cg. — ,Niech w tym pamigtnym roku — pisze on — w ktérym caly §wiat cywilizo-
wany te wielkie Swigci rocznice, bedzie dana i naszemu ogoélowi wyksztalconemu
sposobno$¢ ogarnigcia mys$li ewolucyjnej w jej pochodzie dziejowym*.

Komisja Ewolucjonizmu Polskiej Akademii Nauk uwaza, ze jednym z punktéw
obchodu jubileuszowego powinno byé¢ podjecie przez polskich przyrodnikéw i hi-
storykéw nauki zbiorowego wysitku zmierzajgcego do naswietlenia dziejéow myS$li
ewolucyjnej w Polsce.

Komisja Ewolucjonizmu PAN z upowaznienia Wydzialu Nauk Biologicznych PAN
oglasza konkurs na prace badawcza dotyczgcg rozwoju my$li ewolucyjnej w Polsce.

Zadaniem konkursu jest zapoczatkowanie prac, ktére pozwolg poglebié¢ i rozsze-
rzy¢ znajomo$¢ historii polskiego ewolucjonizmu i stang sie zaczatkiem systema-
tycznych studiow w tej dziedzinie.

Do konkursu mogg byé¢ zglaszane obok oryginalnych opracowan syntetycznych
czy monograficznych réwniez réznego typu prace materialowe, a mianowicie udo-
kumentowane prace naswietlajgce zar6wno ewolucyjne nurty rozwoju my$li nau-
kowej, jak i zasieg i charakter zainteresowania spoleczenstwa polskiego teorig Dar-
wina i jej naukowymi oraz filozoficznymi konsekwencjami. Mogg to byé analizy
czasopism przyrodniczych lub treci przyrodniczej czasopism ogoélnych, programéw
szk6t $rednich, rocznikéw towarzystw naukowych, zrédlowe opracowania pogladéw
ewolucyjnych polskich uczonych, oérodkéw naukowych, bardziej znamiennych wy-
padkéw z zakresu zmagan koncepcji ewolucyjnej z pogladami przeciwnymi itp.

Konkurs zostanie rozstrzygniety w roku 1959. Przedmiotem ostatecznej oceny jury
moga by¢ tylko prace zakonczone (wydrukowane lub przygotowane do druku). Prace
odpowiadajgce warunkom konkursu bedsg referowane i dyskutowane na Sesji Pro-
blemowej PAN, po czym jury konkursu podejmie decyzje w sprawie nagréd.

Jury konkursu zostanie powolane przez Wydzial Nauk Biologicznych PAN do
dnia 1.VII.1958 r.

Termin zglaszania udzialu w konkursie uplywa z dniem 1.V.1958 r.

Tokiem prac przygotowawczych do konkursu kieruje Zesp6! powolany przez
Wydzial na wniosek Komisji Ewolucjonizmu (Uchwalg podjeta na posiedzeniu ple-
narnym w dniu 11.VIL.1957 r.). Organizacyjng obsluge konkursu bedzie wykonywat
Oérodek Dokumentacji Ewolucjonizmu PAN.

Pragnac unikngé nieekonomicznego rozpraszania wysitkow lub tez dublowania
prac, Zespol zastrzega sobie prawo porozumiewania sie z uczestnikami konkursu
w sprawie tematu prac.

Do konkursu mogg byé¢ zglaszane prace podjete specjalnie na konkurs lub roz-
poczete przed ogloszeniem konkursu, o ile odpowiadajg warunkom konkursu (do
udzialu w konkursie mogg by¢ zglaszane prace wydrukowane po ogloszeniu konkursu).

iii
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Przewiduje sie nastepujgce nagrody: jedna pierwsza nagroda — 5000 zl, dwie
drugie nagrody po 3000 zi, trzy trzecie nagrody po 2000 zil.

Jury wypowie sie rowniez, ktére prace nadajg sie do opublikowania. Prace opu-
blikowane zaréwno nagrodzone, jak i nie nagrodzgne, niezaleznie od przyznania
nagrody konkursowej, bedg platne z tytulu honorarium autorskiego.

Wszelka korespondencje w sprawie konkursu nalezy kierowaé na adres: Osrodek
Dokumentacji Ewolucjonizmu PAN, Warszawa, ul. Nowy Swiat 72,
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M. BE2KYXOBCKMU

TIEPBOHAYAJIbHbBIH IMEPHO/] HACBIIIEHHA TIOKO30M COBAKH,
HAXOJAIEUCA B COCTOAHHUU IIOKOA, U PASMEPbHI EE TEJIA

Pezmome

B 131 onbITax NpOBeAEeHHBIX Ha 38 HOPMAJIBHBIX cobakaxX, HAXONAILMXCA
B COCTOAHMM TIOKOf, MM BBOJMJIM BHYTPMBEHHO TINIIOKO3y B TE€YEHME IIECTH
YacoB ¢ PAaBHOMEPHOI CKOpocThIo or 1—9 2/x2/uac.

Pazpaborana KMHeTHKa NIPUPOCTA KOHLEHTPALMM caxapa B KPOBU C MO-
MEHTa BBEJICHMA IJIIOKO3bl 0 ucTtedeHus 30 Mun cO BpeMEHM ee Iojayuu
II0 OTHOLLIEHMIO K J103€, BBIBBIBAIOILIEH 9TOT MpMpocT. B 9TOM OoTpe3ke Bpe-
MeHM KOHIIeHTpalsa caxapa B KPOBU HEIIPEepBhIBHO BO3pacTaeT Npyu KaxKIoM
BBEJIEHHO J103€.

OTOT NPUPOCT KOHUEHTPALMM OTIMYAETCH CJIEAYIOLMMYU CBOMCTBAMM:

1) IlepBoHayaJbHBIA NPUPOCT IVIIOKO3bI B KPOBM (OCH OpAMHAT) yBe-
JIMYMBAETCA JIMHEHO TTPONOPLIMOHAJIBHO CKOpocTM mozaum (ock abemmcee)
caxapa.

2) DOra npsAMas NPOXOAMT 4Yepe3 HYJIEBYI0 TOYKY OCY KOOPAMHAT.

3) VYros HaKJIOHAa NMPAMON K ocu abCUMCC yMEHbLIAeTCH OZHOBPEMEHHO
C YCKOpPEHMEM Y/aJIeHUA IJIIOKO3BI M3 KPOBMU.

4) IlpmpocT KosmdYecTBa caxapa B KPOBM IPM OAMHAKOBOI A03€, IpH-
XOAAIIeNiCA Ha eJMHMIy Beca Tejyia, Oyger Tem OoJblue (TJIIOKO3y U3
KpPOBM TeM TpyAHee yAaJuTh), 4eM OoJsblummy pasmepammu TeJsia obJajaer
JIQHHBIA MHAMBUA. PasHMUBI 9TM BHIPABHMBAIOTCH, ecay po3a Oyzer BBI-
pazKeHa IT0 OTHOILUEHMIO K IOBEPXHOCTM WIM K Becy Teja B CTeneHn 3/4
smbo 0,73 (,,3aK0H noBepxHOCTH).

5) Bce ynomsHyTBIE CBOMCTBA IPYNIMPYET B OAHY BEJMYMHY IOCTOSH-
Hafd, KonebaHMA KOTOpOI A 06pa310BO IPYIIbI MCCIEZOBAHMII COCTAB-
asotT t 8,6%.

6) Mexxy yCTaHOBJIEHHO! IOCTOAHHO! M HOPMAJbHBIM BbIEJIEHNEM
TJIFOKO3BI TIOYKaMM CyIECTBYeT MapaJijIeIbHOCTh B TAKOM CMBICJIE, YTO IPH

http://rcin.org.pl



HM3KOM NPUPOCTE TIJIOKO3bl B KPOBM (HM3KOM IOCTOSHHOM) IJIIOKO3YypuUsA
ABJACTCA MEHbIEeH.

ITocrosHHas yka3blBaeT Ha MHAMBMAYAJIbHbIE Pa3HMUBI B yAaJeHUM
TJIIOKO3BI M3 KPOBM, a TaKzKe Ha BhIAAKLMecs OTKJIOHEHMs B CiIydae He-
BIIOJIHE MCIIPABHOTO BBIJIEJIEHMA TIJIIOKO3bI MOYKAMM MJIM €€ NPEeTBOPeHusA
(mpeobpazoBanus). OTa IMOCTOAHHAA JAaeT BO3MOKHOCTE TpeABUAETh, B 00-
IIMX YepTax, Ha OCHOBAHMM KOPOTKOTO IE€PBOHAYAJILHOTO II€pMOZA: XO[
caxapHbIX KPMBBIX JaJIbHENILEro I1poliecca HAChILeHUs TJII0K030i, Inpe-
TBOPAIOLLYIO CIIOCOGHOCTH B JajbHeNImMX Oosiee n0rMxX nepuopax KMU3HU
cobaky, MOMEHT NOABJIEHMA OINACHBIX NPU3HAKOB 3HAYUTEJILHOTO HACIIIe-
HUA TJI0KO030i u T. A. Kpome Toro, sra mocTosHHas JaeT BO3MOXKHOCTb
COOTBETCTBEHHOTO ITOAOOPA ONBITHBIX KMBOTHBIX M ITO3BOJIAET ONpEeAeUTh
B IM(pax NepBOHAYAILHYIO 3aBMCUMOCTD: KOHLEHTPALMA/N03a, AJA TJH0-
KO3bI y JIaHHOTO pOJia KMBOTHbIX.

Jna MHAMBUIOB, NOABEPraeMbIX BBLICOKOMY HACBIIIEHIO IVIIOKO30M, CO-
3/laHa KOHTPOJIbHAfA CyUCTeMa KpUTEepMeB /[JIA COIIOCTaBJIeHMdA, B Ciydae
HaJu4us pasjIMYHbIX TTOCTOAHHBIX, NMEePBOHAYAJBLHOTO MPUPOCTa TJIHOKO3BI
B KPOBM.

10. KPABYHUHCKH, H. IPEBHOBCKA, 3. ®JIELIHHCKH, M. PBILIAH

HCCJIEJJIOBAHHUS HAJI BEJIKOBBIM OBMEHOM MO3I'A U MO3HEYEA,
[TPHU TIOMOIIIH THPO3HHA MEYEHOTI'O "“C

Peszwome

1. UccnepoBasiock TeyeHue npouecca obHoBIeHusA obiero beska mosra
M MO3¥KeyKa, a TakxKe oburero Gesika medeHy, KOoTopasd CJAyKuWila B Kaye-
CTB€ KOHTPOJIBHOTO oOpraHa, IIoCJie BBeJeHUA 6esIbIM  MBbILLIAM TUPO3UHA,
meyenHoro ''C no kapboxkeuay.

"“C TupO3MH BBOAWICA MHTpANePUTOHEAJbHO. VICC/Ie0BaoCh TaK¥Ke
Te4YeHue Tmpouecca OOHOBIEeHMA O0esKOB CHIBOPOTKM. OOHapyzKeHo, 4TO
ObIcTpee BCero MpoOMCXOAUT OODHOBJIEHME OEJIKOB CHIBOPOTKM, MEIJIeHHee —
OeskoB meyeHM, a ele MeAJIeHHee — OeJKOB MO3ra M MO3IKedKa.

2. Besky mo3ra, Mo3:Ke4ka M nedenyu ObLm paszaeseHbl Ha 4 dpaxkumy,
KoTopele obosHayasmch bGykBamm A, B, C, 'D. Ppakumua A cojeprkaia
Genxu, pactBopumsble B 0,14 M NaCl, ¢paxumsa B - 6enxy, pacTBOpuMbIe
B 1 M NaCl, ¢pakunusa C - 6enkyu, pacrsopumeie B 1 N NaOH, a dpakumus
D - 6enku, nHepactBopmmbie B 1 N NaOH. Haubosee GbicTpo 0O6HOBIIAIO-
weiea ppakimeir okasanach pakuma A, a Haubosiee MeAJIEHHO ODHOBJIA~
oweiica — dpakuma D. Tak xax dpakumm A, B, C saBasiores HyKJe-

1
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ONPOTENAHBIMM KOMILJIEKCAMM, MOXKHO CAEJIaTh HEKOTOpbIE BHIBOJBLI O 3Ha-
uEeHMM TIOCJIEAHUX B IpoI[eccax cuHTe3a OeIKOB B HEPBHOM KJIETKE.

3. ObcyxkpaeTca TakKe POJIb reMaTo-9HIedaIM4eckoro bapbepa u moa-
YEPKMBAETCA €r0 OTPMLATEJNbHOE BJIMAHME Ha Pe3yJbTaThl UCCJIEN0BaHMIA,
OnpesesIAOLIMX MOABMKHOCTL OEJIKOB MO3ra NPy MHTPANePUTOHEaTbHOM
BBEIeHMY PaJMOAKTMBHOIO MHAMKATOPA.

K. RIIEYKOBCHKH

BHOCHHTE3 IIUTPYJIJIHHA B MSA3IE POCTKOB BOBOBbIX PACTEHHH

Peszmome

Ob6napy>keHn Guocuures mrpysuimHa n3 L (+) opaurmHa m kapbammi-
docdara (CAP) B mazre poctkos chacosn, Maiickoro ropoxa, 6esroro cya-
KOrO JIIONIMHA, CMHEro y3KOJMCTHOIO JIIONMHA ¥ Maz0BeLKoil Cou.

OTmeuaeTcsi TakiKe CIMOCOOHOCTH K 9H3MMATMYECKOMY KaTaau3y CUH-
Te3a UMTPYJIMHA W3 OPHUTHMHA M KapBammidocdara (CAP) B aleroHoBoM
nopoiike n3 cemaH IllectunenenpHoro ropoxa (chpakuma pH=5,1—5,4).

JJis cyHTe3a UMTPYJIIIMHA, B BBILLEYIIOMAHYTBIX YCJIOBMAX OIBITA, He-
obxoxmmo npucyrerBue kapbammidocdara.

B. MEHBAYM-KATIEHEJJIEHBOT'EH, B. JIOBPBIUIUIIKA, A. KPYJIMYEK

ROJIMYECTBEHHOE OIPEJEJEHUHE TAHHUHOBBIM METOJOM
BEJIKOBbIX ®PAKIIMHM CBIBOPOTKH, PA3JAEJISIEMBIX ITPU ITOMOIIH
BYMAHHOIO SJIEKTPODPOPE3A

Peszwwme

IIpymensurcss TypOMAMMETPUIECKHUIT TAHHMHOBBIA MUKPOMETON [JIfA KO-
JINYECTBEHHOr0 ornpezeseHna 6eKOBbIX (Ppakiyil CHIBOPOTKM KPOBM, pas-
AGJIAEMBIX [py momoum OGymazKHOro sJexkTpodopesa.

Obnapy»keso, 4ro orHesbHBIe 6GeNKOBBIE (DPAKIMM KOJMUECTBEHHO
smoupyiorea u3 Gymaxkuprx mosoc 0,1 N NaOH u moryr 6bith ompeze-

JICHbl TAHHMHOBBIM METOJOM B KOHLEHTPALMAX, HE [PEeBBILIAIOIMX
100 u2 Genxka ma 1 ma s;oarTa.

III
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ITosy4eHbI BOCIIPOM3BOAYMMBIE Pe3yJbTaThbl ¢ TOYHOCTHIO, HE IpeBhIlla-
JOLEeH 9KCIIEPUMEHTAJNbHOM OMMOKM TaK JJIA HOPMAaJbHBIX, Kak M AJA
IIaTOJIOTMYECKUX CHIBOPOTOK.

TaHHMHOBBIA METOJ, B OTJIMYME OT IPMMEHAEMBIX A0 CUX IIOp MeTOo-
JIOB, NO3BOJIAET ONpeAeanTh abcosroTHoe KosmyecTBO Oesika B JaHHBIX
dparImAX (a He OTHOCHMTEJBHOEe IPOIeHTHOoe MxX cozxepxkanue) B 0,01 ma
CBIBOPOTKM KpOBM. MeToj O4YeHb NPOCT M IPUTOZEH /I CepUiHBIX OIpe-
JIeJIeHWIA.

' A. KOH, d. M, 3TVIHYUHCHH, B. BHY

BJIUAHHUE SPUTPOIUTOB HA JABIXAHHE YEJIOBEYECHKHUX JIEMKOIIHTOB

Peswome

IIpu momoum mMeToaa ,,KapTe3MaHCKMUX BOJO0JIA30B’ MCCIEA0BaIOCh bl
XaHue M30JMPOBAHHBIX YEJIOBEYECKMX JIEMKOUMTOB B IPUCYTCTBMM pas-
JINYHBIX KOHILEHTpauwii spurpouuroB. OOHapyzkeHO, 4YTo mnoTpedieHue
xyucyiopona OenbIMyM KpPOBAHBIMM TeJIbLIAaMM BoO3pacTaeT IIpyu aobaBieHuM
9PUTPOLIMTOB K KJIETOYHOM cycreH3uy. Iloka3aHo, 4YTO IIOJIOKUTEJHbHOE
BIIMAHNE SPUTPOLMTOB HA ABbIXaHME JICMKOLMTOB XapaKTepu3yeTcda He3Ha-
YYTEJBHBIM HAa4aJIbHBIM YBEJIMYEHMEM MHTEHCHMBHOCTM NOTPEOJIeHMA KMUC-
JIOpOZia M IO3THEMIIMM 3HAYMTENbHBIM HpPOAJEeHMeM AbIxaHudA. IloBuam-
MOMY, CYIIECTBYeT ONTMMaJbHad KOHLUEHTPaUMA SPUTPOLIMTOB, IPU KOTO-
poit apIxaHMe JenKouuTOB Haubosee mHTeHcuBHO. Obcyzkpaiorca OMOXM-
MUYeCKye M. OMOJIOTMYEeCKMe EO3MOIKHOCTHM MHTEpPIpeTalun OlNucaHHOTO
JSIBJICHUA.

3. LHA®PAH, I'. TOMAHCKA-IITA®PAHOBA, f. OJIEKCHI

PABMEIIEHUE ®EPMEHTOB U3 I'PVIIIIbI 3CTEPA3 B BEJIKOBBIX
OPARIUAX [TAHKPEATHYECKOI'O COKA COBAKH

Peszmome

ABTOpBI MCCIE[OBaNM COAEPIKAHME JIMIA3BI, aJM-3CTepasbl, XOJVH-
9cTepasbl, XOJECTEPMHOBOM 9CTepasbl U IIeJouHoM (hocdarassl B OTAEIb-
HBIX OeJKOBBIX (PpakuUMAX MaHKpPeaTMIeCKoro coka cobarkm. s paszne-
JeHus 6enKOBBIX (DpaKLMii IPUMEHSAJICA JIeKTpodope3 B arapoBoii cpeze,

v
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C b

copepaauieit B Kadecrse azacopbenra hyflo super-cel. Ilpu npumeneHuu
TaKoi MeToaukyM, GeJIoK ImaHKpeaTMYeckKoro coka pasfessercd Ha 00Jb-
mee 4ncso pakumif, Yem Nnpyu KJaccudeckoMm GymarkHOM ssekTpodopese.
ObHapyzkeHo, uto OesnkoBasa (ppakumsa, pasjiaralolas 9CTePhl HUBIMINX
JKMPHBIX KMCJIOT, pa3jlaraeT TakzKe 3CTepPhl XOJECTEepMHA M aleTUJIIXOJVH.
PepmenT, HaxopALMIICA B 9TOM (PPaKUMM OTIAMYAETCA OT JIMIA3bI, HAXO-
AALLENCA B COBEPLUEHHO MHOM GeskoBoit dpaxumyu. Cnemmdpuyeckas Xo-
JIMHICTEepa3a TakK¥Ke OTAeJAeTCA 3JeKTPOdOPEeTHYECKy OT JUMa3bl U aju-
ScTepaspl, TO JKe OTHOCMTCA M K IIeJIOYHO# doccaraze.
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