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ZOFIA LASSOTA

PYROPHOSPHATASE UND ADENOSINTRIPHOSPHATASE
DER BOHNENKEIMLINGE

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa
Zaktad Biochemii Ewolucyjnej
Kierownik: prof. dr I. Mochnacka

Die Anwesenheit der spezifischen Pyrophosphatase im Gewebe hoherer
Pflanzen wird immer noch diskutiert [15]. Die, in diesem Material fest-
gestellte Spaltungsféhigkeit des anorganischen Pyrophosphates wird ge-
wohnlich von einer Phosphataseaktivitit gegen andere Substrate be-
gleitet. Bis jetzt ist auch der Nachweis des anorganischen Pyrophosphates
bei den hoheren Pflanzen nicht gelungen, obwohl mehrere mit der Ent-
stehung von Pyrophosphat verbundenen Vorginge in diesen Organismen
bekannt sind.

Die Anwesenheit von Adenosintriphosphorsiure (ATP) im pflanz-
lichen Material wurde dagegen mehrmals und zwar mit verschiedenen
Methoden festgestellt. Im Jahre 1956 hat Bergkvist [3] die ATP aus
Weizen isoliert und ihre Identitdt mit der tierischen Adenosintripho-
sphorsdure endgiiltig nachgewiesen. Mehrmals wurde auch in den héheren
Pflanzen die Anwesenheit der von den Adenylnukleotiden Phosphat-
abspaltenden Fermente festgelegt. ATP wird gewdéhnlich zu Adenylsdure
(AMP) und anorganischem Pyrophosphat (PP) gespaltet. Diese Wirkungs-
art weisen die aus Kartoffeln isolierten Fermente aus [8—11]. Bei der
Untersuchung der Kartoffelapyrase, deren Temperaturoptimum bei 30°
liegt, wurde bei 7° die Abspaltung von nur einem Phosphatrest beobach-
tet [12].

Da die Angaben iiber die anorganische Pyrophosphatase und den Wir-
kungsmechanismus der ATP-ase in den griinen Pflanzenorganen sehr
sparsam sind, wurde die Untersuchung dieser Fermente in den Bohnen-
keimlingen vorgenommen.

(3]
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4 ZOFIA LASSOTA 21

MATERIAL UND METHODEN

Weisse Bohnen (Phaseolus wvulgaris) wurden nach 24-stundigen Auf-
weichung im Leitungswasser, auf einer feuchten Unterlage aus Watte
und Filtrierpapier bei Zimmertemperatur geziichtet. Die Pflanzen kamen
zwischen dem 8 und 23 Tag der Keimung zur Aufbereitung. Pflanzen-
gewebe wurde unter Zugabe von Sand und dest. Wasser in einem
eisgekiihlten Morser zerrieben. Im Falle der Wurzel und Sprosslinge be-
trug der Wasserzusatz 0,4 ml, im Falle der Kotyledone 1 m! auf 1 g von
frischem Material. Nach Zentrifugierung wurden die unléslichen Teile
verworfen und der Extrakt 20—24 Stunden lang gegen 30—50 malige
Menge dest. Wasser bei 4° dialysiert. Der wihrend der Dialyse ausfallende
Niederschlag wurde abgeschleudert und der klare Supernatant unter-
sucht.

Zwecks Reinigung des Fermentes wurde das Eiweiss der Extrakte mit
Ammoniumsulfat fraktioniert. Das niedergefdllte Eiweiss in 5—10 ml
dest. Wasser suspendiert, wurde in der oben beschriebenen Weise der Dia-
lyse unterworfen. Zur Untersuchung kam der klare Supernatant.

Die Substrate wurden als Na-Salze (ATP, ADP, AMP und anorga-
nisches Pyrophosphat-Handelspriparate), K-Salze (Fruktose-1,6-Dipho-
sphat und Glukose-1-Phosphat) oder Mg-Salze (Magnesium Glycero-
phosphat) hinzugegeben.

Es wurde die aufsteigende Papierchromatographie auf dem Papier
Whatman 1 angewandt. Die bewegliche Phase stellte eine Mischung von:
75 ml Isopropanol, 25 ml dest. Wasser, 5 g Trichloressigsdure und 0,3 ml
21% Ammoniak dar [6]. Die Laufzeit der Chromatogramme bei Zimmer-
temperatur (Papierbogen 28 X35 cm) in Anwesenheit von 100 ml Losungs-
mittels betrug 18—20 Stunden. Das lufttrockene Chromatogramm wurde
mit Hanes und Isherwoodschen Losung [7] bespriiht, 3—5 Minuten lang
auf 90—95° erhitzt und dann 5—10 Minuten lang den Strahlen der
UV-Lampe ausgesetzt [2]. Nach 1—2 Stunden wurde das Chromato-
gramm durch Eintauchung in das geschmolzene Paraffin fixiert.

Phosphor wurde nach der Fiske und Subbarowschen Methode (von
Lohmann und Jendrassik [13] modifiziert), Eiweiss nach der Biuret-
Methode [5] kolorimetrisch bestimmt. Die Extinktion wurde im Pulfrich
Photometer unter Verwendung des Filters S66 fiir Phosphat und S57 fiir
Eiweiss abgelesen. pH-Bestimmung war mittels eines Lampen-pH-meters
mit Glas- und Kalomel-Elektrode durchgefiihrt.

Die Inkubation von 1 ml der Mischung von 0,1—0,2 ml des enzy-
matisch aktiven Prédparat, 5u Molen Substrat und bzw. anderer Sub-
stanzen in 0,1 m Puffer dauerte 15—30 Minuten. Die Reaktion wurde
durch Versetzung mit 1 ml eisgekiihlten 12%o Trichloressigsdure unter-
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3] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 5

brochen. Das abgespaltete Ortophosphat wurde in 1 ml der enteiweissten
Reaktionsfliissigkeit bestimmt. Fiir chromatographische Zwecke wurde
diese Fliissigkeit mit 2 xn NaOH gegen Bromtymolblau neutralisiert.

Die Aktivitdt der Préparate wird als ug des vom Substrat frei-
gesetzen Phosphates (auf 1 mg Eiweiss bezogen) angegeben. Im Falle von
Pyrophosphat als Substrat sollte die in diese Weise angegebene Aktivitit
halbiert werden, da 1 Mol Substrat nach Abbau 2 Molen des Ortopho-
sphats liefert.

Chromatographische Vorversuche

In den Einleitungsexperimenten wurde die Spaltung von ATP und
ADP durch die Pflanzenextrakte chromatographisch verfolgt. Als Ma-
terial dienten Pflanzen bei normalem Tageslicht geziichtet, zwischen
dem 8 und 11 Tage der Keimung. Die Extrakten wurden in diesen Ex-
perimenten jeweils mit 2um MgCl,, bei Zimmertemperatur inkubiert, fiir
pH 4 und 6 im Citrat, fiir pH 9 im Borat-Puffer.

Bei der Inkubation der undialysierten Extrakten aus den ganzen
Keimlingen mit ATP verschwindet der Substrat-Fleck und es erfolgt
eine bedeutende Verstirkung des Ortophosphat-Fleckes. Im Falle von ADP
als Substrat verlduft die Reaktion analog. Wenn aber beide, ATP und
ADP, gleichzeitig als Substrate dienen, verschwindet nur der ATP-Fleck,
der Fleck von ADP bleibt nicht nur bestehen, aber sogar wird stirker
und zugleich eine Verstirkung des Ortophosphat-Fleckes wird beobachtet.
In allen Fillen wird ein schwacher Fleck an Stellung von AMP sichtbar.
Eingeflihrtes Pyrophosphat unterliegt in diesen Bedingungen keiner
Spaltung.

Die aus den Wurzeln und Sprosslingen getrennt hergestellten Ex-
trakte weisen dieselbe Wirkung auf, wie die aus den ganzen Keimlingen.

Die Extrakte aus Kotyledonen wirken auf ATP oder ADP genau so
wie die aus den Keimlingen. Im Falle der gleichzeitigen Zugabe beider
Substrate verschwinden die Flecken beider, der Fleck von Ortophosphat

wird stirker und es kommt ein schwacher, dem AMP entsprechender
Fleck zum Vorschein.

Die undialysierten Extrakte weisen eine derartige Wirkung bei pH 9
und 6 — aber nicht bei pH 4 auf. Die dialysierten Extrakte behalten ihre
Wirkung bei pH 6, sind aber bei pH 4 und 9 unwirksam.

Bei der Inkubation der dialysierten Extrakte ohne Mg2*-Zugabe
sowie in der Anwesenheit von 0,5 yMolen EDTA ldsst sich chromato-
graphisch kein Unterschied zwischen der, und der bei Mg-Zugabe ver-
laufenden ATP- und ADP-Spaltung feststellen. Durch die Einfiihrung
von 2uMolen Hg?* wird die ATP- und ADP-Spaltung vollstindig und
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6 ZOFIA LASSOTA [4]

von 100 xuMolen NaF teilweise gehemmt. Die Erhitzung der Extrakte
2 Minuten lang auf 100° oder 10 Minuten lang auf 50° inaktiviert sie
vollstandig.

Reinigung des Prdparates

Auf Grund der Ergebnisse der chromatographischen Versuche wurde
die Reinigung des Fermentes mittels Amoniumsulfat-Fraktionierung
vorgenommen. Es wurde festgestellt, dass die enzymatische Aktivitat

Tabelle 1

Adenosintriphosphatase- und Pyrophosphatase-Aktivitit der 16-tdgigen
Bohnenkeimlinge
(0,2 ml Préparat **), 5uMolen Substrat, 2uMolen MgCls, 0,1M-Citratpuffer zu 1 ml;
pH 6; Zimmertemperatur, 20 Minuten)

freigesetztes Ortophosphat |
Préaparat (g P/mg Eiweiss)

aus ATP |aus ADP] aus PP

g e ” |
Extrakt aus den griinen Pflanzen ' 28 ' 11 11
Extrakt aus den etiolierten Pflanzen 39 17 10
A-Fraktion aus den griinen Pflanzen 500 | 220 l 200

A-Fraktion aus den etiolierten Pflanzen 440 ‘ 240

200

**) Pflanzenextrakte von Eilwelssgehalt 3 mg/0,2 ml
A-Fraktionen: ausfallend bei 0,33—0,54 der Ammoniumsulfatsittigung,
Eilwelssgehalt 0,2 mg/0,2 ml

gegen Adenylnukleotide mit der bei 0,33—0,50 der Sattigung ausfallenden
Eiweissfraktion (A-Fraktion) gebunden ist.

Aus den in der Tabelle 1 angefiihrten Daten geht hervor, dass die aus
den ganzen Keimlingen im 16 Tage der Keimung angefertigten dialy-
sierten Extrakte sowie deren A-Fraktion — ausser ATP und ADP auch
das Pyrophosphat spalten. Die etiolierten Keimlinge weisen dieselbe
enzymatische Wirkung und in demselben Grade wie die griinen auf.

Der pH- und Temperatur-Einfluss auf die ATP und Pyrophosphat-
Spaltung wurde mit der A-Fraktion aus den griinen Keimlingen sowie
aus Kotyledonen im 21 Tage der Keimung verfolgt.

Wie die Abb. 1 zeigt liegt das Optimum der ATP-Spaltung bei pH 6—7,
der Pyrophosphatspaltung dagegen bei pH 3—4. Der Reaktionsverlauf ist
von dem angewandten Puffer abhidngig. Die Substratspaltung in dem-
selben pH-Bereich ist viel intensiver im Citratpuffer als im Azetat- oder
Boratpuffer. Das pH-Optimum ist aber von dem angewandten Puffer
unabhingig. Die A-Fraktion aus Kotyledonen verhilt sich in dieser Be-
ziehung der entsprechenden Fraktion aus Keimlingen dhnlich (Abb. 2).
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5] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE T

Die Abb. 3 und 4 stellen den Temperatureinfluss auf die enzymatische
Wirkung der A-Fraktionen der Keimlings- und der Kotyledonextrakte
entsprechend dar. Der Kurvenverlauf ist fiir beide Préparate im allge-
meinen #hnlich, obwohl die bedeutend niedrigere spezifische Aktivitit

7
1200| # ‘\
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§ 800t~ ‘,
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Abb. 1. pH-Abhidngigkeit der Adenosin-
triphosphorsidure- und Pyrophosphat-
Spaltung unter dem Einfluss von Boh-
nenkeimlingsextrakten
A-Fraktion aus den 21-tdgigen Keim-
linge (bei 0,33—0,50 der Sittigung
von Ammoniumsulfat gefillt), Eiweiss-
gehalt 20 mg/ml, 0.1 ml Priparat,
5 uMolen Substrat, 2 uMolen MgCl,,

0,1 m-Puffer zu 1 ml, bei 20° (+42°),

20 Minuten
Azetat- und Boratpuffer ATP A A
PP & @
Citratpuffer ATP A——-A PP O—--C

LG P/mG Eiweiss ——e

5§
\*o\
-2

Abb. 2. pH-Abhingigkeit der Adenosin-
triphosphorsdure- und Pyrophosphat-
Spaltung unter dem Einfluss der Ko-
tyledonextrakten
Inkubiert wie bei Abb. 1. angegeben
Eiweissgehalt des Prédparates 200 mg/ml
Azetat- und Boratpuffer ATP A——A
PP O—0

Citratpuffer ATP A—--/ PP O-—-0

der Kotyledonpriparate den Vergleich erschwert. Die Reaktions-
geschwindigkeit nimmt im Bereich von 20—35° gleichmissig zu. Der
Kurvenverlauf im Bereich von 35—50° ist fiir jedes Préparat ein anderer,
bei 50° aber brechen beide Kurven ab. k

Die, aus diesen Versuche gewonnenen Ergebnisse haben uns zu der
Annahme veranlasst, dass die A-Fraktion zwei verschiedene Fermente:
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8 ZOFIA LASSOTA 63

ATP-ase und Pyrophosphatase enthidlt. Zwecks ihrer Trennung wurde
der Extrakt aus den 23-tdgigen Bohnenkeimlinge nach Schema I fraktio-
niert. In den einzelnen Fraktionen war die spezifische Aktivitdt gegen
ATP und PP kontrolliert (Tabelle 2).

Die als I B und II B bezeichneten Fraktionen, welche die grésste spe-
zifische Aktivitat erviesen haben, wurden vereinigt. Die so erhaltene

.;‘-\\

7 -~
\
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1200} / \
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/ / \
/ T 2001~ / \
g ‘/ "y | / \\
W T - P
'S gool- Vo \\ .2 160} I ~ \
> o,/ g N
=8 7 \ g k Ay
< = A = / \
gng Pa \ Elzo- // \\
b /( B o /, \
4 g‘ \
400} 601~ o, =0 5
7
N7
g 4
?UOL— 40
=
0 1 I 1 1 1
o lzlslslslé—likl 25 T 55
Temperatur °C —w Temperatur °C —=
Abb. 3. Temperatur-Abhédngigkeit der
Adenosintriphosphorsdure- und Pyro-
phosphat-Spaltung unter dem Einfluss
der Bohnenkeimlingsextrakten
A-Fraktion aus den 2l-tigigen Keim- 0, "
linge (bei 0,33—0,50 der Séttigung von Abb. 4. Temperatur-Abhingigkeit der
Ammoniumsulfat gefillt), Eiweissgehalt Adenosintriphosphorsidure- und _Pyro-
20 mg/ml, 0,1 ml Préparat, 5 uMolen phosphat-Spaltung unter dem Einfluss
Substrat, 2 uMolen MgCl, 0,1 m-Citrat- von Kotyledonextrakte
puffer zu 1 ml, 20 Minuten, bei pH6 Inkubiert wie bei Abb. 3 angegeben.
fiir ATP und pH 4 fiir PP Eiweissgehalt des Priparates 200 mg/ml
ATP O——-0 PP 0———0 ATP O---0 PP O® ——@

10 ml Flissigkeit von einem Eiweissgehalt von ca. 15 mg wurden noch-
mals mit Ammoniumsulfat fraktioniert und die Subfraktionen jedes Mal
in 5ml dest. Wasser suspendiert. Tabelle 3 fiihrt die Aktivititen der so
erlangten Subfraktionen an.

Es wurde festgestellt, dass die wenig aktiven Subfraktionen 1 und 4
insgesamt ca. 5 mg Eiweiss enthalten. Denselben Eiweissgehalt weist auch

http://rcin.org.pl



7] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 9

Schema I

Fraktionierung des Wasserextraktes aus Keimlingen

Extrakt (20 ml = 360 mg Eiweiss)
+ Ammoniumsulfat bis 0,33 der Sittigung

zentrifugiert
A N\
o7 A
Niederschlag + dest. Wasser zu 10 ml Supernatant + Ammoniumsulfat bis
(= 240 mg Eiweiss) 0,54 der Siattigung, zentrifugiert
Fraktion I 7 N
/ A\
Niederschlag in 6 ml Supernatant
7 ml Fraktion I gegen dest. Wasser suspend.
250 ml dest. Wasser, (= 40 mg Eiweiss)
24 Stunden lang bei +4° Fraktion II
dialysiert 3
12 ml Dialysat zentri- N
fugier N
b Xy 4 ml Suspension gegen
s N 500 ml dest. Wasser
37 A 24 St. lang bei +4°
7z 2 dialysiert

Niederschlag + dest. Supernatant 9 mil

4 ml Dialysat zentri-
Wasser zu 10 ml (= 230 (= 9 mg Eiweiss) %

fugiert
mg Eiweiss) Fraktion IB / . \
Fraktion T A S ‘\
Vs N
Niederschlag + dest. Supernatant+ dest.
Wasser zu 5 ml Wasser zu 5 ml
(= 25 mg Eiweiss) (= 10 mg Eiweiss)
Fraktion II A Fraktion II B

Tabelle 2
Die Aktivitit der Adenosintriphosphatase und Pyrophosphatase wdihrend der
Fraktionierung der Wasserextrakte aus Bohnehkeimlingen (nach Schema I)

(0,1 ml Prdparat, 5uMolen Substrat, 0,1 M-Citratpuffer zu 1 ml, Temperatur 40°
(+2°), 20 Minuten, bei pH 6 fiir ATP und pH 4 fiir PP)

freigesetztes Ortophosphat

Fraktion (ug P,mg E.weiss) ‘

aus ATP | aus PP |
Extrakt 100 | 102
Fraktion I 55 42
Fraktion II 236 242
Fraktion I A 16 36
Fraktion IB 560 840
Fraktion II A 12 | 20
Fraktion IIB 620 1080
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10 ZOFIA LASSOTA 8l

die Subfraktion 3 auf. In der Subfraktion 2 finden wir daher eine spezi-
fische Aktivitit gegen ATP von 840ug P/mg Eiweiss und gegen PP von
1400 g P/mg Eiweiss, was eine 10—15 malige Reinigung im Vergleich
mit dem Extrakt bedeutet.

Tabelle 3

Die Aktivitdt der Adenosintriphosphatase und Pyrophosphatase der mit Ammonium-
sulfat niedergefillten Subfraktionen der vereinigten Fraktion IB und II B
(nach Schema I)

(Zusammenzetzung und Inkubationsbedingungen wie in Tab. 2)

| ' freigesetztes Or@opl}osphat
Fraktion | Séttigung mit i_ 2 b (4g P/mg Eiweiss)
Nr. Ammoniumsulfat |A ~ aus ATP aus PP
, O | o in 1 ml |im Ganzen| in 1 ml | im Ganzen
| ]
1. 0,0—0,3 120 l 600 120 600
2. 0,3 —0,4 . 840 { 4200 1400 | 7000
5 04 —05 440 | 2200 | 840 | 4200
4, 05— 0,6 l 0 | 0 ‘ 80 ' 400
usgesamf dle AKUVIBt . G000 5.2 —) lc ol :02300 W
Die gesamte urspriingliche Akitivitdt der Losung 9000 15000
Tabelle 4

Der Verlauf der Adenosintriphosphorsiure- und Pyrophosphat-Spaltung bei der
Temperatur 40°
(1 ml Fraktion 2 von 1 mg Eiweissgehalt, 25uMolen Substrat 0,1 M-Citratpuffer zur
10 ml, pH 6 fiir ATP und pH 4 fiir PP, Einzelproben von 1 ml zu 1 ml 12%
Trichloressigsdure hineinpippetiert)

freigesetztes Ortophosphat Substratspaltung

|
Inkubm?:?dauer (ug P/mg Eiweiss) l (%)

; aus ATP | ausPP | ATPY) | PP i

| 1 40 160 l 25 5
2 120 240 8 8

| 3 'l 200 360 ! 13 12
4 1 280 440 18 14 |
5 320 520 21 17 |
8 360 60 | 23 24 |
11 480 80 | 31 28 (
15 1 560 1080 36 , 35 i

|
*) Die prozentige ATP-Spaltung wurde, unter der Voraussetzung dass nur ein Phosphatrest
abgespaltet wird, berechnet.

20 800 1320 52 43
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i9) PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 11

Die erste Ammoniumsulfat-Fraktionierung hat den Verlust von ca.
30%0 der Aktivitdt zu Folge. Nach der Dialyse wird die Aktivitdt der
Fraktion II, welche die hochste spezifische Aktivitdt aufweist, gegen ATP
um 30°0 niedriger, gegen PP aber bleibt die urspriingliche Aktivitdt be-
stehen. Eine zweite Fraktionierung mit Ammoniumsulfat vermindert die
Aktivitat gegen beide Substrate um 20—25°%. Keine von dieser Opera-
tionen hat zur Trennung der ATP-ase von PP-ase gefiihrt.

Tabelle 5

Der Verlauf der Adenosintriphosphorsdurespaltung bei 20°

(0,2 ml der A-Fraktion von 0,15 mg Eiweissgehalt wurde bei den in Tab. 1
angegebenen Bedingungen inkubiert)

l Inkubationsdauer i freigesetztes Ortophosphat ATP-Spaltung*)

l (Min.) ‘ (vg P/mg Eiweiss) . (%)
4 233 “ 28 I
14 346 34
24 400 ‘ 39

\ 30 400 ‘ 39

*) wle im Tab. 4 errechnet.

Tabelle 6

Substratspezifitit der Extrakte aus den 21-tdgigen Bohnenkeimlinge

(0,2 ml der A-Fraktion von 0,06 mg Eiweissgehalt, 5uMolen Substrat, 0,1 m-Citrat-
puffer zu 1 ml, bei 30°, 20 Minuten) 4

¥ o | freigesetztes Ortophosphat

e o Substrat der ;’i’:c‘;)bua:gons' (vg P/mg Eiweiss
ATP 6 Q (800
PP 4 | 1000
| AMP (aus Hefe) 6 ' 130
AMP (aus Hefe) 4 ' 330
Magnesium Glycerophosphat 6 330
Magnesium Glycerophosphat 4 J 200
Glukose-1-Phosphat 6 0
Glukose-1-Phosphat 4 0
Fruktose-1,6-Diphosphat 6 ; 0

Wenn die Fraktion II nach der ersten Fillung mit Ammoniumsulfat
ohne Dialyse, mit 969 Athanol bei Zimmertemperatur fraktioniert wird,
werden beide Aktivititen in der bei 1,5—2,0 vol. Alkohol ausfallenden
Fraktion in demselben Verhiltnis wiedergefunden. Aktivitdtsverlust bei
dieser Operation liberschreitet nicht 15%.
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12 ZOFIA LASSOTA (10}

Reaktionsgeschwindigkeit. Der Zeitverlauf der Substratspaltung war
bei Anwendung der Subfraktion 2 im Citratpuffer bei einem, dem Substrat

entsprechenden, optimalen pH verfolgt. Die Daten tiber die bei 40° durch-
gefiihrten Experimente sind in Tabelle 4 angefiihrt. ‘

Die Inkubation wurde nach 20 minuten, ohne den Gleichgewicht zu
erreichen, unterbrochen. Aus diesen Daten geht hervor, dass die Spaltungs-
geschwindigkeit fiir beide Substrate die gleiche ist. Bei 20° dagegen
A-Fraktion der Ausziige aus den 23-tdgigen Keimlingen gegen 20 Minute
des Inkubationsdauer den Gleichgewicht bei 40%0 ATP-Spaltung erreicht
(Tabelle 5).

Spezifitdt. Auf die Spezifitdt wurde die A-Fraktion der Extrakte aus
den 21-tdgigen griinen Keimlinge untersucht. Die einzelnen Substrate
wurden sowohl bei pH optimalen fiir ATP-ase wie auch beim pH optimalen
fir PP-ase inkubiert. Die Ergebnisse sind aus Tabelle 6 ersichtlich.

Inhibitoren und Aktivatoren

Der Einfluss der Inhibitoren sowie Aktivatoren auf beide enzymatische
Tatigkeiten der A-Fraktion der Pflanzenextrakte wurde bei den fiir jede
Funktion entsprechend optimalen Bedingungen untersucht.

NaF in der Konzentration von 5X10~3m hemmt bei der Inkubation
ohne Magnesiumzusatz beide Funktionen, jede in verschiedenem Grade:
PP-ase — 100°%, ATP-ase nur in 24%. Die zweifache Fluoridkonzentra-
tion erhoht unter diesen Bedingungen die ATP-ase Hemmung nur auf
38%. In Anwesenheit von Magnesium hemmt Fluorid in der Konzentra-
tion von 1X10~!'m die PP-ase nur in 61%, die ATP-ase aber in 85%b.

In Anwesenheit von Magnesium hemmt Hg2?* (als HgCl,) in der Kon-
zentration von 2X10~® m beide Funktionen in 92%. Cu®** (als CuCl,) in
derselben Konzentration ohne Magnesiumzusatz iibt keine hemmende
Wirkung aus, beide Funktionen sind in diesen Bedingungen sogar um
ca. 10%o stimuliert. Die ekwimolare im Bezug auf Hg (d. h. 2>X10~3m) Kon-
zentration von para-Chlor-Mercurium-Benzoat hemmt ohne Magnesium-
zusatz die ATP-ase in 75%, die Konzentration von 4X10~3m hemmt sie
vollsténdig.

Die Untersuchungen iiber den Einfluss von Mg?* (als MgCl,) ergaben
nachstehende Resultate: die Konzentration von 2X10~%wm von Mg?* iibt
in den Priparaten mit niedrigerer !) spezifischen Aktivitit (aus Kotyle-
donen), eine leichte (10—20%0) Hemmung beider Funktionen aus, die Pri-
parate mit hoherer spezifischen Aktivitit (aus Keimen) werden nicht
gehemmt. Durch die Magnesiumkonzentration von 4X10~3wm wird die
APT-ase auch in den Préparaten von hoéherer spezifischen Aktivitdat in

1) Als niedrigere wurde die spez. Aktivitit unter 100 ug P/mg Eiweiss angesehen:
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[11] PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 13

30% gehemmt und die PP-ase wird iiberhaupt nicht beeinflusst. Die
PP-ase wird aber bei pH 6 durch 2X10~3m Magnesium in Priparaten
aus Kotyledonen wie auch in den aus Keimlingen entsprechend in 20%o
und 40°% gehemmt.

A-Fraktion ldsst sich in Ammoniumsulfat-Lésung bei +4° ohne Akti-
vitatsverlust 23 Monate lang aufbewahren. Die dialysierten, wisserigen
Losungen dieser Fraktion weisen nach 10—14 Tagen keinen Aktivitits--
verlust auf, werden aber nach 8 Wochen solcher Aufbewahrung voll-
stdndig unwirksam.

DISKUSSION

Die Aufspaltung von ATP und Pyrophosphat unter dem Einfluss un-
serer Prdparate scheint von zwei verschiedenen spezifischen Fermenten
katalysiert zu werden, obwohl wihrend der Vorreinigung die Trennung
beider Funktionen nicht erreicht wurde. Folgende Differenzen wurden
zwischen den beiden Funktionen festgestellt: 1° Verschiedenes pH-Opti-
mum. 2° Ein anderer Verlauf der Temperaturabhingigkeitskurve fiir
jedes Ferment. 3° Verschiedenes Verhalten beim Magnesium- und Fluorid-
Zusatz. 3

Die Préparate die beide enzymatische Funktionen aufweisen iiben
keine Wirkung gegen mono- und -diphosphorigen Ester der Hexosen aus.

Die Ergebnisse der mit den PP-asefreien Préparaten durchgefiihrten
chrematographischen Versuche deuten darauf, dass es sich nicht um
eine Abspaltung zweier Phosphatreste von ATP in Form eines Pyro-
phosphates handelt. ADP und AMP werden zwar durch dieses Priparat
auch abgebaut, es geschieht aber hochstens mit der Halfte von ATP-Ab-
baugeschwindigkeit. Diese Tatsachen, sowie der chromatographisch ver-
folgte Verlauf der Spaltung von ATP in Anwesenheit von ADP und
Zeitverlauf der ATP-Spaltung bei Zimmertemperatur (Tabelle 5) sprechen
dafiir, dass in der Pflanze unter normalen Bedingungen dieses Ferment
nur einen Phosphatrest von ATP abspaltet, und daher nicht als Apyrase
angesehen werden kann [1, 10, 11]. Das pH-Optimum fiir die ATP-ase
Wirkung stimmt mit dem pH frischer Homogenate der Bohnenkeimlinge
tiberein.

Die PP-ase kann wegen des pH-Optimums von 3,8—4,0 zum Typus III
der Pyrophosphatase nach Roche [16] Kklassifiziert werden. Das Ferment
ist nicht Magnesiumabhingig. Obwohl die PP-ase Aktivitit nach Uber-
schreitung des pH-Optimums schnell abnimmt, ist sie bei pH 6 immer
noch geniigend um ihren Anteil an dem normalen Metabolismus der
Pflanze anzunehmen.
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14 ZOFIA LASSOTA nzy

Der Verlauf der Kurven fiir die Temperaturabhiangigkeit beider
Funktionen weist auf eine termische Inaktivation bei 50° hin. Auch
chromatographisch ldsst sich feststellen, dass die 10 Minuten auf 50°
erhitzten dialysierten Extrakte gegen ATP inaktiv sind. Diese Temperatur
entspricht dem fiir andere pflidnzlichen Fermente [4] beobachteten
Schwankungsbereich der kritischen Inaktivationstemperatur (50% Akti-
witiatsverlust in 1 Stunde). Es stimmt auch mit der Temperatur der Todes-
hitze fiir Blitter, die fiir Pflanzen des gemissigten Klima 55—60° be-
trédgt [14]. In unserem kurzdauernden Versuchen war die termische Akti-
vierung der Fermente ausreichend um in dem Temperaturbereich von
45—50° ein Optimum (Geschwindigkeitsmaximum der Spaltung) zu
verursachen.

Es ist wahrscheinlich, dass zur ATP-ase Wirkung ¢in dialysierender
Faktor notwendig ist, da die ATP-ase Aktivitdt der Pridparate durch die
Dialyse abnimmt. Es ist aus den entsprechenden Versuchen ersichtlich,
dass sich dabei nicht um Mg?®* handeln kann.

Die mindestens zweimal hohere Aktivitdt beider Fermente im Citrat-
puffer im Vergleich zu dem Azetatpuffer unter sonst gleichen Bedingun-
gen, konnen wir nicht erkldren. Es ist moglich, dass dieser Effekt auf der
Bindung des hemmend wirkenden Calcium beruht. Beide Aktivitidten
sind in den etiolierten sowie den griinen Keimlingen zu beobachten, was
einen unmittelbaren Zusammenhang zwischen ihnen und den photosyn-
thetischen Prozessen zweifelhaft erscheinen lasst.

ZUSAMMENFASSUNG

Keimende Bohnen (Phaseolus vulgaris) wurden zwischen dem 8 und
23 Tage der Keimung untersucht.

1. In wisserigen Extrakten wurde die Anwesenheit zweier enzyma-
tischen Funktionen: der ATP-ase und der saueren Pyrophosphatase fest-
gestellt.

2. Mittels Fraktionierung mit Ammoniumsulfat und Dialyse wurden
die Fermente zehn- bis flinfzehnfach gereinigt. Bis zu diesem Reinigungs-
grad wurde die Trennung beider Funktionen nicht erreicht. Das erhaltene
Priaparat wies keine Phosphomonoesterase Aktivitat auf.

3. Die ATP-ase wirkt optimal bei pH 6, wird von Mg?** in der Kon-
zentration 10~*m gehemmt, die Aktivitdt nimmt wihrend der Dialyse ab;
Fluorid in der Konzentration von 10—2 m hemmt in etwa dreissig Pro-
zenten.

4. Die PP-ase wirkt optimal bei pH 4, wird durch 10~ m Mg** nicht
aktiviert, die Dialyse ist auf die Aktivitit ohne Einfluss; Fluorid in der
Konzentration von 10~® m hemmt vollstdndig.
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rnsj PP-ASE UND ATP-ASE DER BOHNENKEIMLINGE 15

5. Beide Fermente werden durch 10—%m Hg?* gehemmt, dieselbe Kon-
zentration von Cu®* hat, dagegen sogar eine leicht stimulierende Wirkung.

6. Beide Fermente erleiden bei der Temperatur iiber 50° nach einigen
Minuten eine termische Inaktivation.

7. Beide Fermente wurden in Keimlingen der griinen sowie etiolier-
ten Pflanzen gefunden.
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PIROFOSFATAZA I ADENOZYNOTROJFOSFATAZA W KIELKACH FASOLI

Streszczenie

Badano kieltkujacg fasole (Phaseolus vulgaris) pomiedzy 8 a 23 dniem
wzrostu.

1. Stwierdzono w wyciggach wodnych obecnoéé dwu czynnosci enzy-
matycznych: ATP-azy i pirofosfatazy kwasnej.

2. Eﬁzymy oczyszezono 10—15-krotnie stosujac frakcjonowanie siar-
czanem amonu i dialize. Do tego stopnia oczyszczenia nie udalo sie roz-
dzielié obu funkcji. Otrzymany preparat nie wykazywal aktywnosci fos-
foesterazy.

3. ATP-aza wykazuje optymalne pH dzialania 6; Mg®>* w stezeniu
10—% m hamuje ja, dializa obniza aktywnoé¢ preparatu, a fluorek w ste-
zeniu 10~ %M hamuje w okolo 30%o.
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16 ZOFIA LASSOTA (14

4. PP-aza wykazuje optymalne pH dzialania 4; Mg?** w stezeniu 10—3m
nie aktywuje jej, dializa nie wplywa na czynno$¢ preparatu a fluorek
w stezeniu 10~%m hamuje calkowicie.

5. Oba enzymy sg hamowane przez Hg®** w stezeniu 10~* m a nie s3
hamowane, a nawet s3 lekko stymulowane takimi samymi stezeniami
Cu?t,

6. Oba enzymy w temperaturze powyzej 50° ulegajg w ciggu kilku
minut inaktywacji cieplnej.

7. Oba enzymy znaleziono zaréwno w kietkach roslin zielonych jak
i etiolowanych.

Otrzymano 22.3.1958 r.
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CHROMATOGRAFICZNA METODA ILOSCIOWEGO OZNACZANIA
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Kierownik: prof. dr Ignacy Reifer

Jaminet [1], Wiewiérowski i Bratek [6] oraz Schwarze i Hackbarth [5]
zastosowali metode chromatografii bibulowej do wykrywania alkaloidéw
tubinowych. Do rozdzialu czterech gléwnych alkaloidéw wystepujacych
w lubinach gorzkich, a mianowicie lupaniny, hydroksylupaniny, sparteiny
i lupininy, wymienieni autorzy stosowali dwa wzglednie trzy uklady roz-
wijajace, poniewaz w kazdym ukladzie dwa alkaloidy posiadaly bardzo
zblizone Rp.

Niniejsza praca miala na celu zbadanie wplywu oczyszczania wycig-
86w alkaloidéw w zastosowaniu do ich iloSciowego oznaczania metodg
chromatograficzng oraz opracowanie takiej fazy rozwijajacej, ktéra umoz-
liwialaby rozdzial wszystkich czterech alkaloidéw i ich oddzielne ozna-
czenie po elucji z bibuly.

CZESC DOSWIADCZALNA

Do chromatograficznego rozdzialu alkaloidéw stosowano technike kraz-
kowa uzywajgc bibuly Whatman nr 3. Wycinano krazki o érednicy 15 cm,
jezyk dlugosci 5 cm i szerokosci 3 mm. Roztwory wodne wzglednie chlo-
roformowe alkaloidéw nanoszono na obwodzie kola o $rednicy 2,5 cm na
wycinkach o dlugosci od 0,5 cm i wiecej w zaleznosci od zawartosci alka-
loidéw w prébie. Roztwory alkaloidéw nakraplano odmierzajac pipetami
Carlsberga i suszono na zimno.

Stosowano faze rozwijajaca o skladzie n-butanol nasycony kwasem
solnym-toluen (4:1). Faze przygotowano w nastepujgcy sposéb: 100 ml
n-butanolu wytrzasano w rozdzielaczu z 300 ml okolo 10% kwasu solnego
(HCI o d. 1,19 rozcienczony 3 objetosciami wody). Po oddzieleniu fazy
wodnej (A) od fazy alkoholowej te ostatnia wytrzasano z 25 ml toluenu.
2 [17]
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Tablical

Odzyskanie alkaloidéw z mieszaniny po rozdziale chromatograficznym

' Hydrok:y-l‘upan-irnraﬂ ks Sparteina | ] Lupanina i 1 ;I;pin‘i_n’a_ .
na- : na- e na- e na- :
- 6z~ wy- | réz- wy- | réz- wy- | réz-
Lp. | krop- . krop- 4 krop- - krop- 3
1000 kryto | nica TS kryto | nica lono kryto| nica T kryto| nica

: (ng) | (ug) | (B) | (ug) | (ug) | (®) | (ug) | (pg) | (%) | (ug) | (ug) | (%)
1 |110 106 |—36| 67 | 66 |—1,5/ 100 | 98 |—20| 64 | 64 0,0

2 | 220 | 220 | 00| 134 | 134 | 00| 200 | 200 | 00| 128 | 130 | +16

3 | 11,0 | 1,0 | 00| 20,1 | 200 |—05| 10,0 | 9,8 |—20|256 | 250 | —23
4 | 550 555 |+09| 67 | 66 |—15/500 | 490 |—20| 64 | 62 —31
5 | stanlinnn [ gal e el =1 8] o e Tt o | o o]
6

54 | 50 |—174|536 |81,2 |—45| — i A area
7 P d — e L e7 | EB | in 000N a8 — | — | —

8| — | — | — 938 |960 [+23|100 | 92 [—80] — | — | —
o | — [ — | =] =1 —| — |00 [610 |+16] 61| 56 |—82
0| —| —|—|—| —| — [100 |102 |+20|854 | 790 —75

W przypadku bardzo niskich wzglednie bardzo wysokich stezen alkaloldéw ekstrahowano
je z bibuty do odpowiednio mniejszej lub wiekszej iloéci chloroformu.

Goérna faze butanol-toluen (B) sgczono przez bibule. Faza ta jest trwala
i nie wymaga regeneracji.

W eksykatorze o $rednicy 21 cm umieszczano szalke Petriego o $red-
nicy 10 cm, zawierajgcg ok. 15 ml kwasu solnego masyconego butano-
lem (A). Na $rodku szalki ustawiano naczynko wagowe (wysokos¢ 4 cm,
$rednica 25 mm), do ktérego wlewano ok. 5 ml fazy B. Otwoér naczynka
zwezano za pomoca hie wystajacej ponad brzegi naczynka obraczki z kor-
ka z otworem o $rednicy 10 mm. Odleglos¢ miedzy bibulag a powierzchnia
fazy wynosila do 3,5 cm. Eksykatory uszczelniano plasteling.

Chromatogramy rozwijano przez 24 godziny, suszono na zimno za
pomoca suszarki fryzjerskiej i spryskiwano odczynnikiem Dragendorffa
w modyfikacji Muniera i wspbélpr. [3]. Plama lupininy po spryskaniu
odczynnikiem Dragendorffa jest malo intensywna, jest ona dobrze wi-
doczna dopiero po wysuszeniu.

Plamy poszczegblnych alkaloidow wycinano, cigto na poprzeczne
skrawki, zwilzano 0,4 N roztworem wodorotlenku sodowego (od 0,4—
1,0 ml) i ekstrahowano chloroformem 4 razy po 5 ml. Zawarto$¢ alkaloidu
w wyciagu chloroformowym oznaczano kolorymetryczna metoda Reifera
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131 CHROMATOGRAFICZNE OZNACZANIE ALKALOIDOW LUBINU 19

i Niziolka [4] !). Oznaczenia wg tej metody nalezy przeprowadza¢ w po-
mieszczeniach absolutnie wolnych od par lotnych kwaséw i zasad.

Wymieniong faze rozwijajaca przebadano na mieszaninie roztworéw
czystych alkaloidéw. Jak wynika z tablicy 1, oznaczenia kazdego z czte-
rech alkaloidéw po elucji z chromatograméw sg zgodne z wynikami bez-
poSrednimi oznaczen kolorymetrycznych na czystych roztworach. W ta-
blicy podano $rednie wartosci z 2—4 réwnoleglych oznaczen.

Rys. 1. Rozmieszczenie poszczegolnych

alkaloidéow na chromatogramie: 1. hy-

droksylupanina, 2. sparteina, 8. lupa-
nina, 4. lupinina

Odleglo$ci miedzy poszczegélnymi alkaloidami na chromatogramie sa
dostatecznie duze, tak ze rozdzielenie bezposrednio polozonych obok
siebie zasad jest mozliwe nawet woweczas, gdy znajduja sie one w stosun-
ku 1:10. Na rys. 1 przedstawiony jest uklad poszczegélnych alkaloidéw
na chromatogramie, przy czym Ro hydroksylupaniny, sparteiny i lupa-
niny w odniesieniu do lupininy wynosi 0.57, 0.71, 0.86.

Dla sprawdzenia przydatnosci opracowanej metody chromatograficz-
nej do oznaczania alkaloidéw w materiale ro§linnym przeanalizowano
nasiona i zielone czesci lubinu waskolistnego, bialego i z6itego. Ekstrak-
cje alkaloidéw z roslin przeprowadzono metods Reifera i Niziotka [4].
Na chromatogramach obok znanych alkaloidéw stwierdzono obecnosé
dodatkowych plam. Plamy te w miare wzrastajgcych warto$ci Rp nazwa-
no Py, P, itd. W tablicy 2 zestawiono wyniki oznaczen zawartosci alka-
loidéw w nasionach i kietkach lubinéw gorzkich. Poréwnano wyniki
oznaczen w wyciggach z chromatograméw z wynikami bezpoérednich
oznaczen metoda Reifera i Niziolka.

) Wata opatrunkowa stosowana w tej metodzie do sgaczenia wyciagéw chloro-
formowych powinna byé przed uzyciem odtluszezona eterem.
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Tablica 2

Poréwnanie oznaczen alkaloidéw zawartych w oczyszczonych wyciqgach z lubinu
i rozdzielonych (A) metodq Reifera i Niziolka [4] oraz (B) chromatograficznie
(warto$ci podano w % w przeliczeniu na suchg mase)

Nasiona ~__ Kielki
< . réz- A réz-
Lubin Alkaloid rozdziat metodg N rozdzial metodg #ica
A B %) A R @)
3 - — - 0,030%)
Hydroksylupa-
nina 0,667 0,536 0,855 0,467
|
Waskolistny | Lupanina 0,816 0,812 | 1,127 1,230
P - 0,115%) — $lady
P,a .- — - 0,144%)
Suma 1483 | 1462 | —14| 1982 | 1,811 |—56
Py - Slady —
v * o7
Py, 0,113%) 0,310
Hydroksylupa-
Bialy nina 0,640 0,161 0,377
Lupanina 1,641 1,641 3,143 2,600
Pug = $lady — 0,517
Suma 2,281 1,915 |—16,5 3,520 3,427 | —26
Py - 0,106**) - 0,026%*)
Sparteina 0,199 0,195 0,511 0,512
Z6lity Lupinina 0,610 0,457 0,822 0,09
Pioyg e — — 0,145**)
Suma 0,809 0,758 —6,3| 1,333 1,292 |(—3,0

P,, P, itd. oznaczajg plamy innych zasad na chromatogramie
*) obliczone jako hydroksylupanina
**) obliczone jako lupinina

Wszystkie metody oznaczania alkaloidow w materiale roSlinnym obej-
muja zasadniczo ekstrakcje alkaloidéw, oczyszczanie wyciggu i iloSciowe
oznaczenie. Dlatego przy opracowywaniu opisanej metody zwrécono réw-
niez uwage, w jakim stopniu nalezy oczyszczaé¢ wyciagi tubinowe dla uzy-
skania poprawnych wynikéw w oparciu o iloSciowy rozdzial alkaloidéw
na chromatogramie. Przebadano nie oczyszczone chloroformowe wyciagi
roSlinne oraz oczyszczone jedno- i dwukrotnie [4]. Do oczyszczania ma-
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Tablica 3

Wyniki oznaczen alkaloidéw w zalezno$ci od oczyszczenia materiatu tubinowego
w %o suchej masy

1 Wyciag
b I chloro- | I kwasny I chloro- | II kwasny
formowy l wodny formowy ’ wodny
nasiona |kielki| nasiona |kielki | nasiona |kielki| nasiona |kielki
1. Waskolistny { |
By SRR (0 e S = 5 p =
Hydroksylupa- :
nina 0,450%) | 0,487 0,437%)| 0,473 0,434%)| 0,484 0,443%) | 0,457
Lupanina 0.682%) | 1,175 0,656%)| 1,197 0,554%)| 1,159 0,680*%) | 1,2:0
Py 0,135 —_ 0,135%)| — 0,128 — 0,133%)| —
Plisg — ponsl = loass}] —.|ome| = ' Vo
II. Biaty |
Py is 0,350 |0065| 0353 | — | 035 | — | 0351 | 0,068
Hy@roksylupa-
nina i — 0,104 — 0,108 — 0,112 — 0,108
Lupanina 1,606 1,810 1,547 1,850 1,512 1,038 1,587 1,948
Pya — 0,120 - 0,121 — 0,114 — 0,110
111. Zo6ity
P 0,100 0,065| 0,099 — 0,098 —_ 0,106 0,026
Sparteina 0,150 | 0,462, 0,151 —_ 0,120 — 0,154 0,492
Lupinina 0,425 | 0,638 | 0,422 I — 0,399 - 0,410 0,609
- S Woadhilt =< i N -~ o

*) Srednie warto$ci z dwu réwnoleglych nawazek materialu
P — plamy innych zasad na chromatogramie

terialu wprowadzono dwie nieznaczne modyfikacje, a mianowicie chloro-
form oddestylowano pod zmniejszonym ci$nieniem oraz zaniechano
oczyszczania chlorowodorkéw alkaloidéw eterem naftowym. Wyniki przed-
stawiono w tablicy 3, z ktérej wida¢, ze uzyskano we wszystkich przy-
padkach wyniki zgodne w granicach bledu metody. W oparciu o te spo-
strzezenia do chromatografii uzywano pierwsze wyciggi chloroformowe,
nie oczyszczajac ich. Wycigg chloroformowy uzupelniano do okreslonej
objetosci (zazwyczaj 50 ml) i nakraplano na bibute 50—400ul. W przy-
padku oznaczania alkaloidéw w $wiezym materiale zageszczano odpo-
wiednio wyciagg chloroformowy pod zmniejszonym ci$nieniem przed na-
kropleniem na bibule. W tablicy 4 zestawiono wyniki analiz uzyskane
metoda chromatograficzng dla materialu $wiezego i suszonego w tempe-
raturze 105°.
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Tablica 4

Zawartosé alkaloidow w Swiezych i suszonych kietkach tubinowych
(warto$é podano w przeliczeniu na suchg mase)

. ' _ | ¢ alkaloidéw w Kietkach
i Eubin Alkaloid R T
| $wiezych | suszonych
. | Hydroksylupanina | 0,507 | 0487 ‘
I Lupanina 1,156 | 1,175 [
Waskolistny Poris ; 0,137%) ] 0,139%) |
| Suma | 1800 | 1,801
P | |
o142 : ,} 0,311%) 0,310%)
Hydroksylupanina
Biaty Lupanina . 3,050 2,760
Py 0,330 0,517
Suma | ses1 | 3587
——————— - e — — - — T - |
| |
g | 0,086*%) 0,065**)
Sparteina i 0,450 0,462
Zotty Lupinina | 0,600 0638
| Bty | 0143*) | 0,145 |
| Suma iem | a0 |

P — plamy innych zasad na chromatogramach
*) obliczone jako hydroksylupanina
**) obliczone jako lupinina

DYSKUSJA

Znane dotychczas metody chromatografii bibulowej alkaloidow tubi-
nowych wymagaja uzycia dwéch wzglednie trzech ukladéw rozpuszczal-
nikéw dla przeprowadzenia rozdzialu hydroksylupaniny, sparteiny, lupa-
niny i lupininy. Natomiast opisana faza rozwijajaca w ustalonych wa-
runkach dos$wiadczalnych umozliwia rozdzial wymienionych alkaloidow
i oddzielne ich oznaczenie. Ponadto metoda chromatograficzna pozwala
na wykrywanie i oznaczanie innych zasad wystepujacych w lubinach
gorzkich.

Na obecnos$¢ dodatkowych zasad o charakterze alkaloidowym w wy-
ciggach tubinowych zwroécili uwage Wiewiorowski i Bratek [6, 7], Van der
Kuy [2] oraz Schwarze i Hackbarth [5].

Na chromatogramach z nasion i kielkéw lubinu waskolistnego, rozwi-
janych w podanym przez nas ukladzie, wykryto plame odpowiadajaca
angustifolinie wzglednie lupininie. Poniewaz obie te zasady umiejsca-
wiajg si¢ w opisanym ukladzie bez rozdziatu, plama P, odpowiada angu-
stifolinie. Ponadto w kielkach stwierdzono dwie nieznane zasady: jedna
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w ilosciach $ladowych lezaca ponizej hydroksylupaniny, druga
o R;;=—1,28.

W lubinie bialym w masionach i kieltkach wykryto oprécz lupaniny
i hydroksylupaniny trzy dodatkowe zasady o Rj; 1,27, 0,44 i jedng nie-
wyrazng smuge ponizej hydroksylupaniny. W odréznieniu od danych cy-
towanych w pismiennictwie [2, 6] nie stwierdzono obecnoéci sparteiny.

W nasionach }ubinu zéltego zaobserwowano wystepowanie obok spar-
teiny i lupininy zasady o Ry; 0,52, w kielkach za$ jeszcze dwoéch zasad
o R;; 1,44 i 1,66. Nie wykryto lupaniny i hydroksylupaniny [2].

Jak wynika z tablicy 1, w przypadku mieszaniny roztworéw czystych
alkaloidow uzyskano wyniki powtarzalne i obcigzone nieduzym bledem
nawet wowczas, gdy polozone najblizej siebie alkaloidy znajdowaly sie
w stosunku stezen 1 : 10.

Warto$ci na sume alkaloidéow uzyskane metoda opisang sa zgodne
z wynikami oznaczen metoda Reifera i Niziotka w granicach bledu me-
tody. Wykazano, ze wyniki otrzymane metoda Reifera i Niziotka sg za-
zwyczaj nieco wyzsze, a réznice dochodza do 16,0% (Tabl. 2). Nasiona
i zielone czesci przebadanych lubinéw zawieraja poza znanymi alkaloida-
mi jeszcze inne zasady reagujace zaréwno z odczynnikiem Dragendorffa,
jak i oranzem metylowym. W metodzie Reifera i Niziotka zasady wyste-
pujace w lubinie bialym i waskolisthym oznaczane sa razem z hydroksy-
lupaning, w lubinie za$§ z6ttym razem z lupining.

Opisana metoda umozliwia oznaczanie alkaloidow w surowych wy-
ciggach chloroformowych zaréwno z materialu §wiezego, jak i suszonego.

Metoda ta jest szybka, pomija bowiem klopotliwe i pracochtonne oczysz-
czanie materialu roslinnego.

STRESZCZENIE

1. Opisano chromatograficzng metode oznaczania alkaloidow lubi-
riowych.

2. Faza rozwijajaca: butanol nasycony kwasem solnym-toluen
(4 :1) umozliwia rozdzial hydroksylupaniny, sparteiny, lupaniny i lupi-
niny oraz innych jeszeze nie zidentyfikowanych zasad.

3. Alkaloidy oznacza si¢ w surowych wyciagach chloroformowych,
dalsze oczyszczanie jest zbedne.

4. W lubinach: waskolistnym, bialym i zéltym wykazano chromato-
graficznie oprécz czterech znanych alkaloidéw obecno$é innych zasad
reagujacych z odczynnikiem Dragendorffa.
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A CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR THE SEPARATION AND
DETERMINATION OF LUPINE ALKALOIDS

Summary

A new method for the quantitative microdetermination of alkaloids
in bitter lupines has been described. The method is based upon the use
of a phase consisting of n-butanol saturated with hydrochloric acid —
toluene (4:1). This phase permits of a convenient separation of lupinine,
lupanine, sparteine and hydroxylupanine. The Ro of lupanine, sparteine
and hydroxylupanine is equal to 0.86, 0.71 and 0.57, respectively, cal-
culated on lupinine equal to 1.00.

Furthermore, it has been proved that the first raw chloroform extracts
are quite suitable for chromatography and no further purification is
required for the colorimetric estimation of alkaloids by the method of
Reifer and Niziolek [4]. It was shown, that bitter lupines contain alkaloid
bases other than the four commonly known.

Otrzymano 17.5.1958 r.
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H. BIRECKA, H. RYBICKA i A. SCIBOR-MARCHOCKA

ALKALOIDY LUPINUS ALBUS I METODA ICH OZNACZANIA
ILOSCIOWEGO

Zaklad Fizjologii Roélin S.G.G.W. w Warszawie
Kierownik: prof, dr H. Birecka

W zwigzku z prowadzonymi przez nas badaniami nad alkaloidami Lu-
pinus albus wystagpila koniecznosé wyboru wzglednie modyfikacji istnie-
jacych metod iloSciowego ich oznaczania, szczegblnie biorge pod uwage,
iz wigkszos¢ z nich pozwala jedynie na oznaczenie sumy tych zwigzkéw.

Wiadomo, ze w lubinie bialym wystepuje lupanina, hydroksylupanina
i dosé czesto sparteina. Chodzilo wigc o metode pozwalajacg na rozdzie-
lenie tych zwigzkéw i oznaczenie ich nawet wtedy, gdy znajduja sie w nie-
wielkich ilosciach. Ze znanych nem metod [10, 2, 5, 6] metoda Reifera
i Niziotka [6] jest najczulsza i dlatego przyjeto jg jako podstawe do mo-
dyfikacji. Pozwala ona na oddzielenie lupaniny od hydroksylupaniny,
lecz nie oddziela sparteiny. y

W celu oddzielenia tego alkaloidu od pozostalych wykorzystaly$Smy
podobnie jak Van der Kuy [2] lotnoéé jego z para wodna. Autor ten od-

destylowuje sparteine do 25 ml z wyciagu alkaloidéw sktadajacego sie
z 20 ml 0,4 n NaOH i 5 ml eteru.

W naszych analizach obawiajac sie¢ zmian w alkaloidach pod wply-
wem silnego lugu i wysokiej temperatury, alkalizowano roztwér wegla-
nem sodowym. Do 10, 20 wzglednie 40 ml dodawano 0,37 g bezwodnego
Na,CO,, otrzymujgc od okolo 0,1 do 0,4 molarne stezenie weglanu. Dla

unikniecia ewentualnych strat lotnej sparteiny do odbieralnika dodawano
2 ml 0,1 ~ kwasu.

Préby destylacji wykonano ma wodnych roztworach czystych soli
alkaloidéw !). Badano odzyskanie sparteiny w zaleznosci od ilosci prze-

!) Siarczan sparteiny B.H,SO, .5H,O (Cefarm-Warszawa), chlorowodorek lupaniny
B.HCl.H,0 — t. t. 126—127°, dwuchlorowodorek hydroksylupaniny B .2HCI. HO'—
t. t. 275°, wyekstrahowany i oczyszczony z lubinu waskolistnego.

[251
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destylowanego plynu oraz zachowanie sie nielotnych alkaloidéw, lu-
paniny i hydroksylupaniny w roztworze poddanym destylacji. Alkaloidy
oznaczano kolorymetrycznie metoda Reifera i Niziotka. Préby destylacji
sparteiny do 25 ml wykazaly, ze z ta objetosciag plynu nie mozna wigk-
szych ilosci oddestylowaé catkowicie. Natomiast z 50 ml wody, jak widaé¢
z wynikéw podanych w tablicy 1, udaje si¢ iloSciowo odzyska¢ nawet
25 mg sparteiny, przy czym stezenie Na,CO; moze by¢ od 0,1 do 04 m.

Tablica 1

Odzyskanie sparteiny po destylacji alkalicznego roztworu z parg wodng
‘ - |

5 | { sparteina
roztwér | destylat | KT (W
| wzieto | odzyskano
(ml) (ml) (mg) | (mg) ‘
{ L eaill | 50 059 | 060 ‘,
} 10 | 50 2,05 \ 1,99 |
10 | 50 370 ol 365 |
20 50 1,03 1,02 '
20 50 412 | 424 |
20 100 412 | 414 il
25 50 515 | 497 |
25 100 515° | 5,14
40 50 | 8,24 8,10
40 100 | 824 | 8,28
| 25 | 50 2472 | 2450
j 25 | 100 2472 | 2613
Tablica 2

Odzyskanie alkaloidow po destylacji alkalicznego roztworu z parq wodng
(wyjéciowa objeto§é roztworu alkaloidéw 10 ml, objeto$é destylatu 50 ml;
sparteine oznaczano w destylacie, lupanine i hydroksylupanine w pozostalosci)

| przed | po : . | przed po
alkaloid  destylacja | destylacji | :l“lf:f;gg:j destylacja = destylacii
’ : _(mg) mg) . I~  (mg) (mg)
| IOpEine ; 0.72 0,71 I sparteina} 0,58 0,59
‘ 233 2,28 i lupanina 1,01 1,00 ‘
; \ 4,17 4,15 ! sparteina} 0,75 0,73 ‘
; l 10,30 975 | lupanina ' 1,00 1,00 |
' | 2040 20,10 | sparteina}i 1,00 099 |
hydroksylupanina | 0,89 090 | lupanina 100 098 ‘
I 1,78 1,76 ” sparteina} 3,02 \ 2,95 |
| 210 2,13 I[ lupanina 1,00 1 1,00 |
& g’;g :,1(2) |: sparteina} 3,02 3,06 i
‘ , 12 || jupanina 506 | 492 !
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Préoby z przedestylowaniem lupininy nie daly tak pomyslnych wynikéw,
gdyz nawet ze 100 ml plynu odzyskano ilosciowo zaledwie 1 mg tego
alkaloidu.

W tablicy 2 podane sa wyniki badan nad oddzialywaniem zasadowego
srodowiska i procesu destylacji na lupaning i hydroksylupanine oraz ba-
dan nad oddzieleniem sparteiny w obecnosci lupaniny. Jak wida¢, spartei-
na z mieszaniny przechodzi ilosciowo do destylatu, a oba nielotne alka-
loidy odnajduje sie praktycznie w niezmienionej ilosci.

Poniewaz jednak przy duzych zawartosciach lupaniny w kolbie de-
stylacyjnej (zaopatrzonej w deflegmator) stwierdzono po destylacji nie-
wielkie, ale stale jej ubytki, destylaty z dwoch prob zawierajacych w su-
mie 30,7 mg lupaniny polgczono i przeanalizowano. Zawieraly one 300 yg,
tzn. 1% iloSci badanej. Wykonane chromatogramy destylatu potwierdzity
w nim obecno$¢ lupaniny. Z punktu widzenia wiec ilo$ciowego oznacza-
nia tego alkaloidu znalezione w destylacie $lady mie maja istotnego zna-
czenia. Potwierdzily to wyniki szeregu analiz wyciggéw z nasion i lisci
tubinu bialego, u ktérych nie stwierdzono chromatograficznie obecnosci
sparteiny (np. z roztworu zawierajacego 4270ug lupaniny oraz 530 ug in-
nych zasad nielotnych przedestylowalo sie okolo 37 ug alkaloidéw).

Przeprowadzone préby, w ktérych roztwér sparteiny samej wzglednie
z lupanina, albo tez ze zmielonymi nasionami lubinu bialego poddano
pelnej analizie wg metody Reifera i Niziolka, wykazaly, ze nie zachodza
straty sparteiny. Chociaz z pomocg destylacji udalo nam sie oddzieli¢
ilosSciowo sparteine od lupaniny i hydroksylupaniny, mimo to jeszcze nie
mozna bylo uzyé tej metody bez dalszej modyfikacji.

Sposéb postepowania wg tej metody z wyciggiem chloroformowym
materialu roslinnego powoduje straty wynoszace okolo 10%, na skutek
powstawania prawdopodobnie produktéw rozkladu alkaloidéw, szczegélnie
lupaniny. Drugim powodem by} stwierdzony przez nas fakt, ze gdy w wy-
ciggu jest duzo wiecej lupaniny od hydroksylupaniny, to nie ma dobrego
rozdzialu. Wreszcie w lubinie bialym obok trzech znanych alkaloidow
stwierdzilySmy obecnos¢é réwniez i innych zasad, ktére metoda Reifera
i Niziotka nie dajg sie oddzielié.

Ilosciowe straty alkaloidow w metodzie Reifera i Niziolka moglyby
by¢ spowodowane niepelng ekstrakcja podczas drugiego oczyszczania wy-
ciggu. Obawiajgc sie tego, Wiewidrowski i Bratek [13] zalecaja ponowne
osuszanie ziemig okrzemkowsg przed tym oczyszczaniem. Przeprowadzone
przez nas analizy ilosciowe wszystkich rozpuszczalnikéw, przez ktoére
przeszed! ekstrakt z lisci tubinu bialego gorzkiego w kazdej fazie postepo-
wania wg metody Reifera i Niziotka, nie potwierdzily tego przypuszczenia
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Tablica 3
R, alkaloidéw ma réznych fazach rozwijajacych
X faza rozwijajaca
HCI-
ey butangl- butanol-0,1 N HCI -butanol-
zwigzki -H,0%) -toluen
Whatman 1 Whatman 3 |Whatman 1
211 | on | ©19 | o11 | @19 | @19
n 0,45 ‘
ny 0,53 0,46 0,37 0,47 0,41 1,00
sparteina 0,65 0,52 0,47 0,53 0,53 0,83
hydroksylupanina 0,76 0,70 0,69 0,72 0,73 0,68
Ny s 0,91
lupanina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
lupinina 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,14
angustifolina 1,18 1,25 1,18 1,21

*) Umleszczone w tej rubryce R_ zostaly obliczone na podstawie F_, podanych przez
Wiewiérowskiego 1 Bratek [13, 14]. Otrzymane RL na fazie slarczanowe] dla lupaniny i hydro-
ksylupaniny zgadzajg si¢ z danymi tych autoréw.

(straty wynosza okolo 1—1,5%). Dlatego tez wydalo nam sie, ze straty
spowodowane sg rozkladem alkaloidéw w toku analizy. Dla sprawdzenia
naszej hipotezy czyste sole sparteiny, lupaniny i hydroksylupaniny pod-
dalySmy dzialaniu czynnikéw, jakie wystepujg w toku analizy wg metody
Reifera i Niziolka, a nastepnie badalysmy je chromatograficznie.

Stosowano chromatografie krazkowg wg Wiewiérowskiego i Bratek
[12, 13] uzywajac bibuly Whatiman nr 1 i 3 (o $rednicy 11, 15 i 19 cm,
promien kola wewn., na ktéry nanoszono roztwér badany, odpowiednio —
7, 10, 15 mm). Uzywano trzech faz rozwijajacych: I. butanol nasycony
0,1 ~ HC12), II. butanol-toluen-HC1 [7], III. nasycony roztwoér (NH,).SO,
z alkoholem [12]. Te trzy fazy stosowano zaréwno w przypadku badania
produktow rozkladu alkaloidéw, jak tez wystepowania tych zwiazkow
w ros$linach. Roztwér alkaloidéw nanoszono w postaci chlorowodorkéow
(najczesciej w 0,1 n HCl). Chromatogramy rozwijano jeden raz lub przy
stosowaniu fazy I dwukrotnie, a nastepnie wywolywano zmodyfikowanym
odczynnikiem Dragendorffa [11]. W tablicy 3 podano orientacyjne roz-
mieszczenie alkaloidow w stosunku do lupaniny —R;.

?) Wiewiérowski i Bratek stosujg butanol nasycony wodg, dodajac na starcie
0,5 N HCl w celu uniknigcia ,rozwarstwienia“ sparteiny. Jednak wg naszych obser-
wacji nie zawsze nawet w tym przypadku mozna unikngé tego niepozadanego zja-
wiska. Natomiast przy stosowaniu butanolu nasyconego 0,1 N HCl sparteina nie
~rozwarstwia sige“, a ponadto pozostale alkaloidy wyrazniej rozdzielajg sie.
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Badano zachowanie sie alkaloidéw jako chlorowodorkéw w roztwo-
rach wodnych i 0,1 n HCI oraz jako zasad w roztworze chloroformowym —
w réznych temperaturach, po czeSciowym lub catkowitym oddestylowaniu
rozpuszczalnikow: a) w temp. wrzenia chloroformu i b) w temp. poko-
jowej.

Chlorowodorki badanych alkaloidéw rozpuszczone w wodzie nie ulegaly
zmiancm; to samo odnosi sie do sparteiny w roztworze 0,1 ~n HCI zaréwno
w 25°, jak i okolo 62°. Natomiast lupanina w kwasnym roztworze utrzy-
mywana w temp. 62° juz po 10—15 min. tak w obecnosci chloro-
formu, jak i bez niego daje na chromatogramach dodatkowy prazek, ktére-
go umiejscowienie odpowiada zwigzkowi n, Wiewidrkowskiego i Bratek.
Wedlug tych autoréw n, powstaje z lupaniny i nie rozpuszcza si¢ w chlo-
reformie. Hydroksylupanina w tych warunkach daje zwigzek, ktérego R,
wynosi 0,28 do 0,30 (butanol-HCl). Wydaje sie, ze odpowiada on zwigz-
kowi n, Wiewidorowskiego i Bratek. CzeSciowe zageszczenie kwasnych
roztworéw nawet w temperaturze pokojowej powoduje réwniez powsta-
wanie tych produktéw.

W roztworach chloroformowych wszystkie trzy badane alkaloidy ule-
gaja czesSciowo zmianom, i to zaréwno przy dluzszym staniu w temp. po-
kojowej, szczegblnie na $wietle, jak i podczas destylacji chloroformu na
tazni wodnej. W tych warunkach sparteina daje dwa dodatkowe prazki,
ktérych R; na obu kwasnych fazach rozwijajacych sg mniejsze od spar-
teiny. W roztworach lupaniny po destylacji chloroformu w temp. wrzenia
(bez dodania 0,1 n HCI) jak i po dluzszym staniu w tym rozpuszczalniku,
stwierdzono podobnie jak i w roztworach kwasnych obecnos¢ ns;, jednak
w mniejszych ilosciach. Z hydroksylupaniny w tych warunkach znajdo-
wano dwa dodatkowe zwigzki o R; na fazie butanol-HCI: jeden — 0,23,
drugi — 0,47 (pokrywajacym sie z R, sparteiny), na fazie z toluenem —
0,50. Réwniez w roztworze chloroformowym zawierajagcym 5% metano-
Iu [13] podczas destylacji na lazni wodnej wystepuja analogiczne zmiany
jak i w samym chloroformie, co gorsza w tych warunkach obserwuje sie
wyraznie (15—20%%) straty sparteiny.

Podane wyniki badan potwierdzily nasze przypuszczenia, ze straty
alkaloidéw w metodzie Reifera i Niziotka spowodowane sg ich rozkltadem.
Procesem bezposrednio odpowiedzialnym za to jest oddestylowanie chlo-
roformu w podwyzszonej temperaturze z roztworu zakwaszonego kwasem
solnym. Jesli chloroform odpedzalySmy z roztworu niezakwaszonego
w temp. 25° pod zmniejszonym ci$nieniem, to w tych warunkach nie
stwierdzilySmy zadnych zmian jakoSciowych ani ilosciowych alkaloidow.
Dlatego tez we wszystkich nastepnych analizach uzywaly$Smy tego spo-
sobu usuwania chloroformu.
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Nasze badania chromatograficzne tubinu biatego pastewnego jak i gorz-
kiego wykazaly obecno$¢, poza lupaning, hydroksylupaning i ewentualnie
sparteing, innych jeszcze zwigzkéw dajacych reakcje barwng z jodem
i odezynnikiem Dragendorffa. Jeden z nich, ktéry bedziemy nazywali ay,
jest rozpuszczalny w chloroformie, trudno rozpuszczalny w eterze naf-
towym, nielotny z parag wodng; jego R; na fazie butanol-woda i butanol-
-HC1 wynosi 0,53—0,58 (Whatman nr 1, ¢ 19 cm), na fazie z toluenem —
0,55. Ponadto w lubinie bialym, szczegélnie pastewnym, stwierdzono réw-
niez obecnos¢ angustifoliny [14]. Poniewaz w metodzie Reifera i Niziotka
oba te zwiazki oznacza sie wraz z hydroksylupaning, wynikla koniecznos¢

Tablica 4

Odzyskanie alkaloidéw po rozdziale chromatograficznym i elucji

a) roztwory standardowe zawieraly po jednym alkaloidzie (ug)

_lupinina sparteina lupanina | hydroksylupanina
wzxeto Iodzyskano; wzxeto lodzyskano wzneto Iodzyskano\ wz:eto odzyskano
2 4 . 2 S
14,7 15,9 ! 59 63 | 10,0 l 9,5 6,2 ! 6,9
40,5 | 39,0 | 50,0 51,0 1 44,0 ] 424 16,2 16,4
101,5 | 105,0 | 100,0 | 103,0 ) % 88 0.4 90 2 | 40,0 | 39,0
b) roztwory standardowe zawieraly po 2 wzgledme 3 alkaloxdy (zeg)
sparteina N I ]gpgnma Y ou o hydroksylup.zg)g\_a_-w !
wzieto odzyskano wzieto f odzyskano wzigto ‘ odzyskano
= 20,0 20,1 6,2 6,9
40,0 38,6 6,2 6,8
— 41,0 40,6 10,5 10,2
41,0 420 21,0 21,8
= — 82,0 79,0 21,0 19,6
= —_ 123,0 120.6 21,0 21,1
59 6,3 41,0 39,1 6,2 6,6
19,9 19,3 41,0 38,9 16,2 16,3
| 5,9 6,5 60,0 64,2 42,0 425
i 23,6 24,7 60,0 58,0 42,0 46,5

zastosowania innego rozdzialu alkaloidéw. Do tego celu wykorzystalySmy
rozdzial chromatograficzny. Na 1/3 lub 1/2 obwodu kola wewnetrznego
bibuty Whatman (krazki ¢ 15 wzglednie 19 ¢m?®)) nanoszono 50 do 400 ul
roztworu. Po dwukrotnym rozwinieciu na fazie butanol-0,1 x HCl chro-
matogramy lekko spryskiwano odczynnikiem Dragendorffa do wyraznego

%) Na krgzkach Srednicy 11 cm nie mozina oddzeli¢ ¢, od hydroksylupaniny.
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zaznaczenia sie prazkéw, ktore po wyschnieciu wycinano, cigto na drobne
cza$ci, przenoszono do rozdzielacza, alkalizowano 0,5—1 ml 0,2~ NaOH
az do odbarwienia bibuly i eluowano stopniowo z 25 ml lub wiekszg ilo-
Scig chloroformu, zaleznie od zawartosci alkaloidu, ktéry nastepnie ozna-
czano kolorymetrycznie metoda Reifera i Niziotka. Wyniki odzyskania
znanych ilosci alkaloidéw po rozdziale chromatograficznym i eluacji podane
sg w tablicy 4. Okazalo sie, ze metoda ta daje dla badanych zwigzkéw
dobre wyniki, z bledem okolo-8%. W celu umozliwienia iloSciowego ozna-
czania rowniez i angustifoliny, okreslono ekstynkcje dla 1ug tego alka-

Tablica §

Porownanie oznaczen alkaloidow rozdzielonych dwiema metodami w dwukrotnie
oczyszczonym wyciqgu z nasion tubinow
(wartoéci podano w mg na 1 g nasion)

e Ij&zdziﬁl metodg |

i chromato-
} graficzna
|

Reifera i Niziotka [6]
wyciag wyciag |wyciag kwasny wyciag kwasny|

zalkalizowany
| po destylacji

kwasny kwasny po destylacji '.

Lupinus angustifolius®)

lupanina 10,10 10,26 10,78 9,11
hydroksylupanina ‘ 5,78 7,17 ! 6,03 6,35
suma 15,88 17,43 16,81 15,46
Lupinus albus
‘ lupanina 18,32 14,89 15.07 15,60 {
hydroksylupanina**) | 3,00 8.45 8,50 5,99

suma | 2132 2334 | 23,57 21,59 ,

*) Lubin waskolistny zawierat zaledwie §lady angustifoliny, ktérg przy rozdziale chromato-
graficznym oznaczano wraz z lupanina, a przy rozdziale Relfera i Niziolka wraz 2z hydroksylupa-
ning.

**) Podane wyniki odnoszg si¢ do sumy hydroksylupaniny i a,, dla ktérego tymczasowo
przyjeto wspéiczynnik ekstynkecji 0,10; zwiazek ten nie przechodzi do eteru naftowego przy
rozdziale metods Reifera i Niziolka.

loidu w 1 ml chloroformu. W granicach od 0,2 do 3,0 ug dla kolorymetru
Leitza, filtr D, wynosi ona 0,115 (od 0,112 do 0,118).

Po prébach na roztworach standardowych przeszlySmy do badan wy-
ciggébw z materialu roslinnego. Do badan tych uzyto dwukrotnie oczysz-
czonych wyciggéw z nasion lubinéw waskolistnego oraz biatego. Szlo nam
o pordéwnanie ilosciowego oznaczania alkaloidéw po rozdziale metoda
Reifera i Niziolka z oznaczeniem po rozdziale chromatograficznym.
W pierwszym przypadku zawarto$¢ alkaloidéw oznaczano bezposrednio
w roztworach kwasnych (tego roztworu uzyto do rozdzialu chromatogra-
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ficznego) oraz po destylacji, bez uprzedniego zalkalizowania wzglednie
po alkalizacji. Wyniki podano w tablicy 5; wida¢ z niej, ze sumaryczna
zawarto$¢ alkaloidéw oznaczona po rozdziale chromatograficznym odpo-
wiada sumarycznej ilo$ci otrzymanej po rozdziale wg Reifera i Niziotka
zalkalizowanego wyciggu poddanego destylacji. Natcmiast rozdzial wg
tej metody, bezposrednio wzglednie po destylacji bez zalkalizowania, daje
wyniki nieco wyzsze. Ilosci alkaloidéw znalezione w destylacie (u tubinu
waskolistnego — 250 ug, u lubinu bialego — 12 ug na 1 g) nie usprawiedli-
wiajg tych réznic, ktére powtarzaly sie systematycznie nie tylko przy
analizie nasion, ale i liSci nie zawierajgcych sparteiny. Mozliwe jest, ze
roznice te sa spowodowane obecnoscia nawet w dwukrotnie oczyszczonych
wyciggach matych ilosci zwigzkéw reagujacych z metyloranzem i dajacych
sie usung¢ wzglednie rozlozyé przy destylacji w zasadowym srodowisku.
Z uzyskanych wynikéw dla lubinu bialego widaé réwniez, ze gdy lupa-
nina iloSciowo znacznie przewyzsza alkaloidy nierozpuszczalne w eterze
naftowym, rozdzial metodg Reifera i Niziolka nie jest dobry. Otrzymuje
sie za niskie wartosci dla tej zasady. Wykonane przez nas chromatogramy
frakcji hydroksylupaniny wykazaly w niej obecno$é¢ réwniez lupaniny.

W tablicy 6 podano wyniki analiz liSci mlodych ro$lin tubinu bialego
gorzkiego. Badano wplyw sposobu zabijania i suszenia ro$lin oraz alkali-
zacji. Rozdzial alkaloidow metoda Reifera i Niziolka przeprowadzono
po destylacji z alkalicznego roztworu, chromatografowano za$ ekstrakty
kwasne, oczyszczone tylko eterem naftowym. Analizy destylatéw wyka-
zaly, iz badane liScie nie zawierajg sparteiny. Spos6b zabijania lisci nie
mial wplywu na zawarto$é alkaloidéw %). Przy rozcieraniu lisci z 10%
Na,CO; (okolo 2 ml na 5 g $wiezych wzglednie 0,5 ml na 1 g suchych)
otrzymano takie same wyniki jak przy stosowaniu 10% NaOH. Wykonane
analizy liSci roélin, ktérym dano siarczan sparteiny przez lodyge i po
uplywie 24 godzin zabito, rowniez wykazaly, iz sposéb zabijania nie wply-
wa na iloSciowe oznaczanie czterech badanych zasad.

Przeprowadzone badania metodyczne upowazniaja nas do wprowa-
dzenia nastepujacych modyfikacji do metody Reifera i Niziotka [6] ana-
lizy tubinu biatego:

1. chloroform zawierajacy alkaloidy po ekstrakcji materialu roslin-
nego (alkalizowanego 10°% Na,CO, lub 10% NaOH) oddestylowaé pod
zmniejszonym ci$nieniem w 25° bez uprzedniego dodawania kwasu sol-
nego;

2. po oczyszczeniu eterem naftowym kwasnego roztworu:

a) przy malej zawartoS$ci sparteiny i a. — bezposrednio okres$long ilosé

%) Nieco wyzsze wyniki u $wiezych lisci sg raczej skutkiem wiedniecia ich
w czasie przygotowywania materialu — odwazano je jako ostatnie.
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Tablica 6

Zawarto$é alkaloidéw w lisciach tubinu bialego gorzkiego w zaleZnosci od sposobu
ich zabijania, suszenia i alkalizacji
(warto$ci w mg na gram)

i L R
i I D= | wg Reifera i Niziotka || chromatograficzny
liscie | alkalizacja | '_i: T
| : hydroksylu- I A hydroksylu-
| | lupanina panina +a, sumalllupamna panina + a, suma
‘__ —_— - e —————————————————————————— - - e ———————
!
. \ | ’
[ ; | 103 Na,CO, | 15,41 6,75 22,16
| zabite w 105° | 108 N&:COs | /o 394 2228 1870 | 295 |21,65
| suszone =S , Fiomme
| w60" | 103 NaOH i 16,31 5,62 21,93 1945 2,43 21,89
i ¢ | 17,66 416 [2182 1883 225 | 21,08
1 godz. w su- v ' L
chym lodzie | ;00 na co, | 1802 459 | 2260 19,00 262 21,62
| iliofilizo- | "7 T ' 15,73 6,44 21,17 19,62 243 22,05
wane } : f .
| 103 Na,co,| 1638 762 23,97 -
natychmiast | | 17,25 628 . |aanag C =N
tozrrte L i 15,95 6,88 |2283 20,00 245 | 2245
| 10$ NaOH
16,91 625 |23,16/| 20,80 276 | 23,56

roztworu nanie$¢ na chromatogram, rozdzielone alkaloidy eluowaé i ozna-
czy¢ kolorymetrycznie metodg Reifera i Niziolka;

b) przy wigkszych zawartosciach sparteiny wzglednie a. — z czesci lub
calej ilosci roztworu oddestylowaé sparteineg %) z 50 ml wody; z roztworu
zasadowego nielotne alkaloidy wyekstrahowa¢ odpowiednimi porcjami
chloroformu (stosunek fazy wodnej do chloroformu powinien byé¢ jak
1:1,5; 1:1,5; 1:1; 1:1). Chloroform odpedzi¢ pod zmniejszonym ciénie-
niem. Pozostalo$¢ rozpusci¢é w odpowiedniej ilosci 0,1~ HCl wzglednie
kwasnego 95% etanolu (99 ml + 1 ml 0,5~5 HCI) i chromatografowaé jak
wyzej.

Przy ustalaniu ilodci potrzebnego do analizy materialu roélinnego jak
1 odpowiednich rozcienczen nalezy braé pod uwage, iz chloroformowy
eluat poszczegélnego alkaloidu objetosci 20—25 ml nie powinien zawieraé
mniej niz 4—>5 ug tego zwiazku. Eluowanie 10 ml chloroformu daje mniej
dokladne wyniki.

W ciggu ostatnich dwéch lat przebadano jakosciowo i ilosciowo za-
warto$¢ alkaloidéw w réznych organach lubinu bialego gorzkiego (czech-

%) Destylacja w tym wypadku jest bardzo celowa, gdyz R, sparteiny niewiele
rézni si¢ od R; a, i przy wiekszych iloSciach jednego z tych zwigzkéw trudno je
oddzielié.

3
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nickiego) i pastewnego Sredniowczesnego (hodowli Barbackiego) w réznych
fazach rozwoju. Szczegélowe dane odnosnie dynamiki zawartosci alkaloi-
déw i ich przemian beda przedmiotem oddzielnych publikacji.

W badanych populacjach stwierdzono obecno$¢ lupaniny, hydroksy-
lupaniny, sparteiny i a.. Nie znaleziono natomiast ani lupininy ani nys
[13]. Niestety, nie mozemy jeszcze blizej okre$li¢ charakteru a.; nie wy-
daje sie jednak, aby byl artefaktem. Mozliwe, ze jest on jednym ze zna-
nych alkaloidow wystepujacych w roslinach motylkowych [1, 3, 4, 9].
W nielicznych przypadkach, gléwnie u formy pastewnej, stwierdzono male
ilosci angustifoliny.

Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze w organach wegetatywnych jak i w na-
sionach czesto znajduje sie zwigzek o R; bardzo zblizonym do n;, ale
w odréznieniu od niego latwo rozpuszczalny w chloroformie. Ponadto wy-
stepuje réwniez zwigzek, ktéry przemieszcza sie na chromatogramach
znacznie szybciej niz nawet angustifolina. Zaré6wno w lubinie gorzkim,
jak i pastewnym lupanina wystepuje w najwiekszych ilo$ciach we wszyst-
kich organach niezaleznie od ich wieku. Zawarto$¢é za§ hydroksylupaniny,
ktérej obecno$é w przeciwienstwie do innych autoréw [12] zawsze stwier-
dzano nawet w mlodych roslinach, jest przewaznie znacznie nizsza. W li-
sciach ro$lin mlodych stosunek hydroksylupaniny do lupaniny wahat sie
jak 1:12—16. U starszych roslin stosunek ten zwezal sie. W nasio-
nach lubinu gorzkiego wynosit 1:15, w nasionach za$ lubinu pastewnego
1 : 3—4. Sparteine w lubinie pastewnym znajdowano we wszystkich orga-
nach (oprécz nasion dojrzalych) w réznym wieku roslin. Ilosci jej w sto-
sunku do lupaniny wahajg sie w granicach od 1:8 do 1:3. Natomiast
w lubinie gorzkim zawarto$¢ sparteiny w organach wegetatywnych jest
czesto znikoma nawet u roslin mlodych; niekiedy liscie w ogdle jej nie
zawieraly. Wg szeregu autorow [2, 12, 13] tubin bialy gorzki w miodym
wieku zawiera duzo sparteiny. Uzyskane przez nas wyniki wskazuja, ze
pod tym wzgledem moga istnie¢ dos¢ duze réznice w zaleznosci od bioty-
poéw, albo tez warunkéw wegetacji. Obecnos¢ a. stwierdzono zaréwno
u formy pastewnej, jak i gorzkiej. Wystepuje on w lisciach, Yodygach oraz
korzeniach. Zawarto$¢ jego w czeSciach wegetatywnych byla zblizona do
ilosci hydroksylupaniny. W nasionach lubinu gorzkiego byla dwukrot-
nie wyzsza.

Podane wyzej wyniki wskazujg, ze u formy pastewnej i gorzkiej lubinu
biatego: a) jakosciowy sklad alkaloidéw jest podobny i znacznie bardziej
zlozony niz stwierdzono dotychczas, b) w czasie wegetacji zachodza duze
zmiany w stosunkach iloSciowych miedzy alkaloidami w réznych orga-
nach ros$lin, jednakze zawsze dominujacym alkaloidem jest lupanina.
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Skladamy serdeczne podziekowanie Prof. I. Reiferowi za udostepnienie
nam lupaniny i hydroksylupaniny i Prof. M. Wiewiérowskiemu za udo-
stgpnienie hydroksylupaniny i angustifoliny.

Dzigkujemy réwniez Mgr D. Szklarek za wykonanie szeregu analiz
chemicznych wchodzacych w sklad niniejszej pracy.

STRESZCZENIE

Zmodyfikowano metode Reifera i Niziotka ilo$ciowego oznaczania alka-

loidéw wystepujacych w hubinie bialym. Wprowadzono zmiany dotyczace:
postepowania z chloroformowym ekstraktem alkaloidéw, rozdzialu alka-
loidéw (ktéry przeprowadzano chromatograficznie) oraz oddestylowania
sparteiny przy wiekszych jej iloSciach.
. W réinych organach lubinu bialego gorzkiego i pastewnego stwier-
dzono chromatograficznie obecnoéé lupaniny, hydroksylupaniny, spartei-
ny, angustifoliny i ponadto trzech zasad, latwo rozpuszczalnych w chlo-
roformie, reagujacych z odezynnikiem Dragendorffa i jodem.

W czasie wegetacji zachodzg znaczne zmiany w stosunkach ilo$ciowych
miedzy alkaloidami w réznych organach roélin; jednakze zawsze domi-
nujgcym alkaloidem jest lupanina.
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THE ALKALOIDS OF LUPINUS ALBUS AND THE METHOD OF THEIR
DETERMINATION

Summary

Some methods of alkaloid determination have been modified to apply
them for the estimation of alkaloids in Lupinus albus during growth.

The method of Reifer and Niziolek [6] has been modified. Chloroform
extracts of alkaloids were distilled in vacuo, the addition of HCI being
omitted to prevent partial decomposition of the alkaloids.

The partially purified hydrochlorides of alkaloids were separated by
paper chromatography before the colorimetric determination. Sparteine,
when present in large amounts was removed by steam distillation before
paper chromatography.

Various parts of white, sweet and bitter lupines contain: lupanine,
hydroksylupanine, sparteine, angustifoline, as well as three other bases
not identified.

Considerable changes were observed in the contents of the various
alkaloids during vegetation, yet lupanine was always found to be the
dominant one.

Otrzymano 19.5.1958 r.
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ZMIANY ZAWARTOSCI I METABOLIZMU PURYN W KWASACH
NUKLEINOWYCH W PRZEBIEGU STARZENIA
SIE NOWOTWORU DOSWIADCZALNEGO

Praca wykonana w Zakladzie Morfologii Zwierzecej Uniwersytetu w Brukseli

Niniejsza praca stanowi dalszy ciag badan prowadzonych przez Ledoux
i wspélpracownikéw nad metabolizmem kwaséw nukleinowych w tkance
nowotworowej [5—9, 12]. Do pracy wybrano przesigk Landschiitza (ascites)
stanowigcy zawiesing komérek jednorodnych (przeszlo 99% komérek no-
wotworowych). Jest to bardzo wygodny material doswiadczalny, gdyz
dzieki ruchom perystaltycznym jelit komoérki te posiadajg dosé staly
skilad chemiczny [2, 4, 8].

MATERIAL I METODY

Hodowle guza Landschiitza uzyskiwano przeszczepiajac dootrzewnowo
myszom po 0,2 ml przesieku [8]. Dos§wiadczenia wykonano na trzech gru-
pach zwierzat: I grupa — z przesigkiem trzydniowym i II grupa — z prze-
siekiem pieciodniowym oraz III grupa zawierajaca komorki stare — prze-
siek jedenastodniowy. (Przecietny czas zycia myszy zaszczepionych gu-
zem Landschiitza wynosi 14 dni).

Wybranym do do$wiadczen myszom podawano dootrzewnowo roztwoér
adeniny znakowanej !C w ilo$ci okolo 1luc/ml plynu przesiekowego. Po
2,5 godz. pobierano po 0,2 ml plynu przesiekowego i oznaczano zawartos$é
puryn we frakcji kwasorozpuszczalnej (KS), w kwasie rybonukleinowym
(RNA) i w kwasie dezoksyrybonukleinowym (DNA). Oznaczano nastepnie
radioaktywnos¢ specyficzng (RS) i stopien wbudowania adeniny i gua-
niny. Ogélem wykonano 12 oznaczen.

Pobrany przesiek rozcienczano izotonicznym roztworem NaCl, odwi-
rowywano i osad przemywano trzy razy tymze roztworem w celu usu-

*) Laboratoire de Morphologie Animale, Universite Libre de Bruxelles.
**) Instituto di Pathologia Medica, Torino.

*+*) Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Eodzi
[37]
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nigcia promieniowania powierzchniowego. (Osad przemywano bardzo
szybko, wirujgc nie dluzej niz jedng minute przy 3000 obr./min.) Prze-
myty osad ekstrahowano przez 15 minut 1 n HCl w temperaturze 0° (laz-
nia z lodem). Po odwirowaniu, w plynie znad osadu oznaczano nukleotydy
kwasorozpuszczalne. Osad zawierajacy kwasy nukleinowe odlipidowy-
wano przy uzyciu kolejno alkoholu, alkoholu i eteru (2:1), eteru i alko-
holu (2 : 1) oraz eteru [9]. Nastepnie kwasy nukleinowe rozdzielano metoda
Schmidta i Thannhausera [13, 9]. Puryny i nukleotydy pirymidynowe
rozdzielano chromatograficznie. Zawarto$¢ i sktad molowy zasad okres-
lano oznaczajac absorbcje eluatéw poszczegélnych plam na spektofoto-
metrze Beckmana [10, 11]. Radiodktywnos¢ specyficzna (RS) poszczegdl-
nych frakcji oznaczano dzielgc ilo§¢ impulséw na min./ml przez stezenie
danego zwigzku wyrazone w mmolach/ml. Stopien wbudowywania (pour-
centage d’incorporation) obliczano dzielgc RS RNA i RS DNA przez
RS KS.

Poszczegolne frakcje kwaséw nukleinowych

a) Frakcja kwasorozpuszczalna. Po ekstrakeji przemytej tkanki 1n HCI
i odwirowaniu, plyn znad osadu hydrolizowano przez 30 min. w lazni
wodnej w temperaturze 100° (otrzymywano nukleotydy pirymidynowe
i wolne zasady purynowe) [14]. Nastepnie hydrolizat odparowywano do
sucha, a pozostalo$¢ rozpuszczano w 1—2 kroplach 0,1~ HCI i nakraplano
na bibule Whatman nr 3. Wykonywano chromatografie wstepujaca
w ukladzie: metanol - HCl stez. - H,O (70 : 20 : 10) [15]. Po 16 godzinach
chromatogram suszono i plamy eluowano przez 24 godz. 0,1 n HCI. Na-
stepnie oznaczano absorbcje eluatéw, po czym okre$long iloéé substancji
(1 ml) wylewano na plytki ze szkla matowego i oznaczano ilo§¢ impulséw
na minute przy pomocy licznika Geigera-Miillera [8].

b) Kwas rybonukleinowy (RNA). Osad zawierajagcy kwasy nukleino-
we poddawano hydrolizie zasadowej w 0,1 n NaOH [13, 9], nastepnie wy-
trgcano DNA i biatka 6 ~ HCl [13, 9], a plyn znad osadu hydrolizowano
i chromatografowano podobnie jak we frakcji KS. W ten sam sposéb
oznaczano roéwniez absorbcje i ilos¢ impulséw. Nastepnie obliczano molo-
wy skilad RNA, radioaktywnos¢ specyficzng zasad purynowych oraz sto-
pien wbudowywania.

¢) Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA). Osad DNA i bialek prze-
noszono ilosciowo (rozpuszczajac w 0,1 xn NaOH) do probéwek z grubego
szkla (pyrex). Nastepnie zobojetniano 0,1n HCI, odparowywano i hydro-
lizowano stezonym HCOOH w temperaturze 180° przez dwie godziny
(w tych warunkach otrzymuje sie wolne zasady purynowe i pirymidy-
nowe) [16, 17]. Po ostudzeniu i otwarciu probéwek zawartos¢ odparowy-
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Tablical
Sktad molowy RNA i DNA w komdrkach guza Landschiitza w zalezno$ci od
wieku guza
a) RNA
B L1 ! —— e —
1 | 11 I
przesiek 3-dniowy i przesigek 5-dniowy przesiek 11-dniowy
Guanina | 0,299 + 0,001 0,298 + 0,006 | 0,271 -+ 0,008
Adenina 0,236 -+ 0,009 0,233 + 0,001 0,228 + 0,010
Cytozyna 0,302 + 0,003 0,302 + 0,001 0,306 + 0,007
Uracyl 0,162 + 0,006 0,175 + 0,006 : 0,187 + 0,006
b) DNA
Guanina | 0,147 + 0,007 ; 0,143 + 0,002 : 0,148 -+ 0,001
Adenina 0,259 + 0,004 1 0,236 + 0,001 0,270 + 0,004
Cytozyna 0,257 -+ 0,001 ! 0,227 + 0,003 ' 6,242 + 0,006
Uracyl | 0,399 + 0,009 ' 0,355 + 0,001 . 0,340 + 0,005
Tablica 2

Radioaktywno$é specyficzna zasad purynowych w komorkach guza Landschiitza
w zaleznodci od wieku guza (wyrazona w liczbie impulséw na min./mmol)

a) KS (Acid soluble)

1
l przesiek 3-dniowy

| Guanina | 9,9

+1,0
{ Ademna | 39,1 +0,5
b) RNA
Guanina ‘ 2, 72 + 0,24
Ademna t 18 3. 422
RSG 15
RS A
c) DNA
Guanina 1,71 +0,2
Adenina 10,1 +0,5
BSG o497
RSA

1 ‘ 111
przesiek 5-dniowy ‘ przesiek 11-dniowy

' 151 +09 34,1 +4.
i 475 +22 66,3 +38

376+11 1,46+ 0,4

17,3 +48 194 +148
i 0,22 0.075
‘ 1,39 +0,3 0,25 + 0,005
| 10,1 +0,6 1,25+ 0 007
— S ahi a
0,14 ‘ 0,2
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Tablica 3

Stopien wbudowywania (pourcentage d’incorporation) zasad purynowych do ko-
morek guza Landschiitza
(Stosunek RS RNA i stosunek RS DNA do RS KS X 100)

a) RNA
rA e B0 o Ty e TR e D
[ 1 01 ' 11
| przesiek 3-dniowy przesiek 5-dniowy przesigk 11-dniowy
—— i -
Guanina 27,5 +5,1 ‘ 247 45,1 74+1,1
Adenina 458+12 } 352 +1,9 31,5+ 6,1
G 0,60 0,70 0,23
A
b) DNA
Guanina 17,1 +5,0 9,140,6 0,7 + 0,02 f
Adenina 26,0 + 6,5 | 21,5+ 1,0 1,9+0,5 1
4 Sl I gy tesoded)
|
G 0,66 | 0,42 0,36 '
A l | '

wano do sucha, rozpuszczano w 1—2 kroplach 0,1 ~ HCl i przenoszono na
bibul¢ Whatman Nr 3. Chromatografie wstepujgca wykonywano w ukla-
dzie n-butanol - H, - NH, (100 :17 :1,17) [3, 14]. Po szesnastu godzinach
chromatogram suszono, plamy eluowano i oznaczano je jak wyzej.

OMOWIENIE_WYNIKOW

Szczegdlowe wyniki podane sg w tablicach. W skladzie molowym DNA
(Tabl. 1) nie znaleziono réznic statystycznie znamiennych miedzy komdr-
kami mlodymi i starymi. Natomiast w RNA zawarto§é guaniny jest mniej-
sza w komérkach starych.

We wszystkich frakcjach obserwujemy radioaktywnos¢ specyficzng
(Tabl. 2) adeniny i guaniny, mimo ze podano tylko znakowang adenine.
We frakeji kwasorozpuszczalnej radioaktywno$é specyficzna adeniny
i guaniny jest wyzsza w komoérkach starych. RS adeniny w RNA ko-
moérek starych i mlodych nie wykazuje réznic statystycznie znamiennych,
natomiast RS guaniny jest wyraznie mniejsza w komoérkach starych.
W DNA zmniejszona jest RS obu puryn, tak ze stosunek RS guaniny do
adeniny nie ulega wyraznej zmianie w komérkach mlodych i starych.

Stopien wbudowania guaniny w RNA wulega w komodrkach starych
wyraznemu zmniejszeniu. Obnizeniu ulega réwniez stosunek guaniny do
adeniny. W komoérkach starych jest slabsze wbudowywanie sie obu zasad
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do DNA, co moze by¢ spowodowane mniej intensywnym podzialem ko-
morki.

Z podanych wynikéw doswiadczen mozna wyciggnaé nastepujace
wnioski:

a) W przebiegu starzenia sie komorki zdolno$¢ przeksztalcania sie
adeniny w guanine nie ulega zmianie (wysoka RS guaniny we frakcji
kwasorozpuszczalnej).

b) Slabsze wbudowywanie sie obu zasad do DNA moze by¢ wynikiem
mniej intensywnego podzialu starych komoérek.

¢) Whbudowywanie sie guaniny do RNA w komoérkach starych ulega
wyraznemu zmniejszeniu. Moze to by¢ spowodowane zahamowaniem dzia-
talnosci ktérego$ (czy kilku) z enzymdéw powodujacych wbudowywanie
sie guaniny do RNA.

STRESZCZENIE

Autorzy badali wbudowywanie sie zasad purynowych do kwaséw
nukleinowych komoérek guza Landschiitza. Myszcm z przesiekiem Land-
schiitza podawano adenine znakowang '*C i badano sklad molowy kwa-~
séw mukleinowych oraz radioaktywnos$é specyficzng adeniny i guaniny.
W skladzie kwaséw nukleinowych nie stwierdzono zmian zaleznych od
wieku komérek. Stwierdzono natcmiast slabsze wbudowywanie guaniny
do kwasu rybonukleinowego w komérkach starych.

Praca zawiera opis metod i dyskusje wynikéw.
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PURINIC METABOLISM IN NUCLEIC ACIDS OF LANDSCHUTZ ASCITES.
CHANGES OCCURING IN THE PROCESS OF TUMOR GROWTH

Summary

The incorporation of purines into the nucleic acids of Landschiitz
tumor cells was investigated. The tumor bearing mice were injected with
adenine labelled #C. Composition of nucleic acids and the specific radio-
activity of adenine and guanine were determined. No marked changes
between the old and young cells have been found in the composition of
nucleic acids. In the old cells the incorporation of guanine was less intense
than in the young ones.

The methods are described and the results discussed.

Otrzymano 23.6.1958 r.
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S. NIEWIAROWSKI, E. KOWALSKI and J. STACHURSKA

INFLUENCE OF FIBRINOGEN DERIVED ANTITHROMBIN
(ANTITHROMBIN VI) ON THE BLOOD COAGULATION SYSTEM

Pracownia Biochemii Klinicznej, Instytut Hematologii, Warszawa
Kierownik pracowni: doc. dr E. Kowalski

In previous communications the discovery of a new inhibitor of blood
coagulation has been described [18, 19, 20]. The occurrence of this inhibitor
has been confirmed by Buluk and Januszko [5]. We have shown that the
inhibitor is formed as well in vivo after intravenous injection of plasmin
into cats as in vitro after incubation of whole plasma with plasmin and
trypsin. Thereafter it could be proved that the inhibitor is formed only
from fibrinogen or from fibrin. Other proteins, after incubation with
proteolytic enzymes, did not release any inhibitor of blood coagulation.

We were able to obtain purified preparations of this inhibitor by
isoelectric precipitation of the incubation mixture containing fibrinogen
and plasmin and by fractionation of the supernatant with ammonium
sulphate. Thus it was possible to examine the mechanism of action of the
new inhibitor on the blood coagulation system. Some experiments con-
cerning this subject are presented in this paper.

PREPARATIONS AND METHODS

1. The inhibitor was prepared from purified fibrinogen obtained by
the method of Kekwick et al. [9]. Plasmin obtained by trypsin or strepto-
kinase activation of Kline’s plasminogen was used [10, 21]. The whole
preparation procedure was as follows: 1.8 volume of 1% fibrinogen was
incubated with 0.2 volumes of plasmin. The solution of plasmin was
diluted to such a concentration that the clottable protein disappeared in
approximately 20 minutes. The protein concentration in plasmin solution
was on the average 0.01%. Activity of the inhibitor was tested every
5 minutes (see below). When the inhibitor activity reached a maximum,
the incubation mixture was diluted 10-fold with cold distilled water
and pH was adjusted to 5.3 with 1% acetic acid. The solution was left

431
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overnight at 4°. The precipitate centrifuged was discarded. The super-
natant was precipitated by 50% ammonium sulphate saturation at pH 7.0.
The precipitate was dissolved in water, dialysed overnight against tap
water and thereafter against distilled water. The dialysate was filtered
and liophylised. The yield of inhibitor, if prepared from fibrin instead of
fibrinogen, was significantly lower.

The preparations of inhibitor were devoided of plasmin; they contained,
however, small quantities of plasminogen. On incubation of inhibitor
with plasmin it could be shown that the inhibitor is digested by plasmin.
The anticoagulant preparations inhibited slightly the fibrinolytic action
of plasmin.

Electrophoretic behaviour of the anticoagulant preparations has been
examined using Tiselius apparatus. The inhibitor activity is associated
cm®
volt. sec

with a component of electrophoretic mobility = 2.25-10—5

(veronal buffer pH 8.6, u=0.1).

2. In all experiments commercial preparations of streptokinase
(Distreptaza, Warszawska Wytwérnia Surowic i Szczepionek), heparin
and protamine sulphate (Hoffmann La Roche) were used.

3. The influence of the inhibitor on the blood coagulation system was
examined by routine laboratory methods [4, 17] after adding inhibitor
preparations to whole plasma or to isolated blood coagulation factors.

4. Determinations of antithrombin activity of anticoagulant prepara-
tions were performed as described previously [18, 19, 20]. 0.2 ml. of
solution tested in different concentrations was added to 0.2 ml. bovine
prothrombin-free plasma. After addition of 0.1 ml. thrombin the clotting
time was recorded. The most suitable concentration of anticoagulant for
all examinations was 2—5 mg. protein per ml.

5. Determination of antithromboplastic activity. Influence of the inhi-
bitor on the first coagulation stage was performed by the method of
Biggs and Douglas [3] in the modification of Duckert et al. [7]. The
inhibitor preparations were added to the partially isolated components
of the first coagulation stage (antihaemophilic globulin, Christmas factor,
platelets, calcium chloride) and the amount of thromboplastin formed
was tested using platelet-poor citrate plasma as a substrate containing
both prothrcmbin and fibrinogen. At the same time the samples containing
0.9% NaCl instead of inhibitor solution were examined.

A typical test: 0.3 ml. inhibitor (or saline), 0.1 ml. human plasma
adsorbed with BaSO,, diluted 1/5 with saline (source of AHG), 0.1 ml.
human serum, diluted 1/5 (source of Christmas Factor), 0.1 ml. platelets,
0.1 ml. calcium chloride 0.05 m. After 4 minutes of incubation 0.1 ml. of
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Table 1

45

Influence of antithrombin VI on the coagulability of whole blood and plasma

Thrombin time of
plasma (seconds)

|
Clotting time of l
oxalate plasma |
after recalcination
(seconds)

Clotting time of

blood (Lee-White
method) (minutes) |

120

Prothrombin time

15
(seconds)

control tested

Antithrombin VI preparations

i o
0|0 o{ 0
156 80 84 | 82
e : 5"" 510_ S
20 —18.5 21 A‘:);

Table 2

Ay

control tested 1 control tested | contirol tested

90

165

Antithrombin and antithromboplastin activity of two representative anticoagulant (A)

preparations

1. Antithrombin activity

Thrombin clotting time;
of bovine prothrombin-
free plasma after addi-
tion of inhibitor (se-
conds)

the preparation

. Antithromboplastin :

activity

Clotting time of human |
plasma after addition
of thromboplastin gene-
rated 6 minutes in the
presence of inhibitor |
(seconds) i

TR ]

Electrophoretic purity of |

30

66

2%

18
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A, A, |
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the incubated mixture and 0.1 ml. 0.025 m CaCl, was added to 0.1 ml]. of
human platelet-poor citrate plasma.

6. The conversion of prothrombin was examined in diluted plasma
in the presence of rabbit brain thromboplastin and calcium chloride by
the two stage method of Leonow [15].

RESULTS

1. The influence of the inhibitor on the coagulability of whole blood
and whole plasma is presented in Table 1. It can be seen that at con-
centrations used the inhibitor influenced mainly the thrombin time of
plasma which was significantly prolonged.

Table 3

Influence of antithrombin VI on the conversion of prothrombin in diluted plasma

Incubation mixture: 0.5 ml, antithrombin preparation or saline (control), 0.2 ml.
plasma diluted 1/3, 0.3 ml. thromboplastin-calcium

Activity of thrombin generated in
| the incubation mixtures expressed
as clotting time of fibrinogen

Preparations of antithrombin VI

Incubation time

control | A, | A, | A
30 sec. 5 min| 5 min.’ 5 min.| 5 min.
1 min. 30 sec. 22.5 sec.| 93 sec. | 24 sec. | 23 sec.
2 min. 30 sec. 18 sec.| 22 sec. | 18 sec. | 15 sec.
3 min. 30 sec. 24 sec.| 21 sec. | 20 sec. | 18 sec.
4 min. 30 sec. 27 sec.| 23 sec. | 21 sec. | 19 sec.
Table 4

The clotting activity of the mixture of thrombin and antithrombin VI measured
at various incubation times

Preparations of antithrombin VI
Incubation time = T
of the mixture 1 2 I 3
L e, Clotting times of added fibrinogen (seconds)
0 sec. 20 22 53
30 ,, 16 20 45
60 17 21 40
{2000 16 19 25
i 300 ,, 14 17 23
| 30 min. — 16 | 23
1’ 900 — 15 23
| Control (no inhibitor) | 8 7 v
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2. The first coagulation stage. It was found that some inhibitor
preparations inhibited thromboplastin formation, however, some other
preparations did not show any antithromboplastin activity. Table 2 shows
the results of examinations of two representative preparations. Further
studies revealed that antithromboplastin activity is due to a factor
different from the thrombin inhibitor [22].

3. It was found that the inhibitor preparations did not influence
the conversion of prothrombin (Table 3).

120

?

!

|
0=
|
|

3
T

\
\
\

b
T

Clotiing time (seconds)

1 1 1 {
1/16 1/8 1/4 1/2 Undiluted
Dilutions of thrombin ———»

Fig. 1. Concentration of thrombin and the activity of throembin inhibitor
(System: 0.2 ml. fibrinogen + 0.2 ml. inhibitor or saline)

®——-@—--@ with inhibitor ® ® @ without inhibitor

4. The third coagulation stage. The influence of antithrombin VI on
the interaction of fibrinogen with thrombin was examined at different
concentrations of thrombin and fibrinogen (Figs. 1 and 2). It was found
that the anticoagulant activity is influenced mainly by the concentration
of fibrinogen. The concentration of thrombin, however, has negligeable
influence on the degree of inhibition. This finding permits to suggest that
fibrinogen and the thrombin inhibitor compete for thrombin.
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The clotting time of fibrinogen plotted against different concentrations
of inhibitor at constant concentration of thrombin is shown in Figure 3.
After prolonged incubation of inhibitor with thrombin the thrombin
activity was fully preserved but the inhibitor was progressively destroyed
(Table 4). It may be concluded that the inhibitor does not destroy throm-
bin but it inhibits only the action of thrombin on fibrinogen. On the other
hand, thrombin destroys antithrombin VI.

5. Influence of protamine sulphate. It may be seen that the thrombin
clotting time in a system containing antithrombin VI is shortened after

72/ SN
\.
- \
N
100}~ \\
\
T ‘ 5
N
> 801 \\
¥ \
(= N
kJ \
= \
= b \
2 >
£ 40 ‘\
s -~
< @ e ~
~ S B
2 T
e % &l
o LR ] ] 1
1B 118w 114 1/2 Undiluted

Oilution of fibrinogen ————m
Fig. 2. Concentration of fibrinogen and the actiirdty of thrombin inhibitor
(System: 0.2 mil. fibrinogen + 0.2 ml. inhibitor (or saline) + 0.1 mi. thrombin)
-9 -@® ywith inhibitor ®—® @ without inhibitor

addition of protamine sulphate. However, the effect of protamine sulphate
against heparin is far more pronounced (Table 5). It is difficult to con-
clude whether protamine sulphate neutralises antithrombin VI or its effect

is unspecific.
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DISCUSSION

It may be concluded from the above experiments that the recently
discovered fibrinogen derived anticoagulant inhibits competetively the
conversion of fibrinogen to fibrin by thrombin. Its action on the other
clotting factors and coagulation stages is negligeable. The antithrombo-
plastic activity of some anticoagulant preparations and fibrinolysis pro-
ducts is due to an other factor derived also from fibrinogen [22].

Seegers [23] has classified the plasma antithrombins as I, II, III and IV.
The above described inhibitor is different from Seegers antithrombins,

o}

—_—
T T

100

80—

60

Clotting time (seconds)

40}

201

1 1 L 1
1/8 1;4 : 1/2 2/3 Undiluted
Dilution of inhibitor ———=

Fig. 3. Thrombin inhibitor dilution curve (System: 0.2 ml. fibrinogen -+ 02 ml
inhibitor (or saline) + 0.1 ml. thrombin)

so we suggested to call it antithrombin V. At the same time as this
paper was prepared to publication Loeliger and Hess [16] described
a thrombin inhibitor in the plasma of a patient with rheumatoid arthritis.
These authors have called this inhibitor antithrombin V. If it is so, the
4
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Table 5

Neutralisation of heparin and antithrombin VI by protamine sulphate

Concentration of protamine sulphatéiyigilio.l ml.

Solution tested ml. 5 ! 2 | 1 { 0

~ Clotting time (second)

Plasma 0.2 | i

s |
| |
i g:;’;::n g; | a1 20 5—10 | above 10
| e | e .
! Zr ol | ‘ minutes minutes
i Thrombin 0.2 | i
T e, W A ik ! ol
Plasma 0.2 . j
| Saline . 0.2 18 | 21 :' 23 21
| Protamine 0.1 | ' ‘;
- Thrombin 0.1 | ! -
L = = = ] |
- I ’ !
Plasma 0.2 | | i
| Antithrombin VI 0.2 | |
| | 45 71 90
| Protamine 0.1 | s %
. Thrombin 01 | |
|

name of our inhibitor may be antithrombin VI. An other name could be
“fibrinogen derived antithrombin”.

At the present state of knowledge the mechanism of action of anti-
thrombin VI is obscure. It is interesting to note, that inhibitor activity is
progressively destroyed after prolonged incubation with thrombin. This
fact may be explained by recent findings of Wallen and Bergstrom [25]
who were able to show that thrombin could further split off fibrinopeptide
from products of fibrinogen digestion. It is possible that thrombin could
react in this way with antithrombin VI. If so, the fibrinopeptide part in
the anticoagulant molecule may play an important role for its inhibitory
activity. Laskowski et al. [14a] stated that fibrinopeptide has inhibitory
activity against thrombin.

The higher yield of antithrombin VI obtained from fibrinogen as
compared with fibrin may be explained by its fibrinopeptide content.

A possible physiological role of antithrombin may be postulated on
the basis of the dynamic concept of blood coagulation. According to this
view, blood coagulation and fibrinolysis occur in a ‘‘steady state”, in
latent form: prothrombin is transformed into thrombin, fibrinogen into
fibrin, and fibrin is dissolved continuosly (Lasch et al. [13, 14],
Copley [6], Jensen [8]). It may be, that antithrombin VI, a product of
fibrinogen proteolysis plays a role in maintaining the equ111br1um of
this physiological process.
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A role in pathology of antithrombin VI can be suggested on the basis
of some recent observations in our laboratory. The appearence of an
antithrombin in blood plasma was noted in our experiments after infusion
of plasmin into cats [11], dogs and humans [12]. Similarly, in a case of
fibrinogenopenia following abruptio placentae Bar-Pratkowska and Nie-
wiarowska [2] observed an anticoagulant which may be identical with the
fibrinogen derived antithrombin.

It is not excluded that some anticoagulants described by different
authors in fibrinolytic haemorrhagic diathesis are identical with anti-
thrombin VI [24]. However, further work is needed to obtain more
information about the chemical structure of the fibrinogen derived anti-
thrombin and to elucidate its role in physiological and pathological states.

We are indebted to Mrs. Zofia May (Department of Biochemistry,
Institute of Haematology) who performed kindly the electrophoretical
analysis.

SUMMARY

1. A method of preparation of antithrombin VI from fibrinogen
proteolysis products is described.

2. Antithrombin VI influences slightly the clotting time of whole
blood and recalcified plasma, however, it prolongs considerably the
thrombin clotting time of plasma.

3. Purified antithrombin preparations do not inhibit thromboplastin
generation; antithromboplastin activity was found only in electropho-
rectically not homogeneous preparations.

4. Antithrombin preparations do not influence the conversion of
prothrombin into thrombin in diluted plasma, in the presence of calcium
ions and tissue thromboplastin.

5. It could be shown that antithrombin inhibits competetively the
action of thrombin on fibrinogen. :

6. During incubation of antithrombin VI with thrombin the anti-
thrombin activity decreases progressively.

7. Thrombin clotting time in a system containing antithrombin VI
is shortened after addition of protamine sulphate, however, the effect of
protamine sulphate against heparin is far more pronounced. It is difficult
to conclude whether the protamine sulphate effect is specific.

8. Some data concerning the physiological and pathological role of
antithrombin VI and the mechanism of its action are discussed.
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DZIALANIE ANTYTROMBINY VI (POCHODNEJ FIBRYNOGENU)
NA UKLAD KRZEPNIECIA KRWI

Streszczenie

1. Podano metode otrzymywania antytrombiny z produktéw proteoli-

zy fibrynogenu.

cia

2. Antytrombina VI wplywa w niewielkim stopniu na czas krzepnie-
pelnej krwi i na czas rekalcynacji osocza; natomiast wybitnie wydluza

czas trombinowy osocza (Tabl. 1).
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3. Bardziej oczyszczone preparaty antytrombiny nie hamujg generacji
tromboplastyny osoczowej; aktywnos$¢ antytromboplastynowa wystepuje
natomiast w preparatach elektroforetycznie niejednorodnych (Tabl. 2).

4. Preparaty antytrombiny nie maja wplywu na konwersje proto-
trombiny na trombine w rozcienczonym osoczu, w obecnosci trombopla-
styny osoczowej i jonéw wapnia (Tabl. 3).

5. Wykazano, ze antytrombina hamuje kompetetywnie dzialanie trom-
biny na fibrynogen (Rys. 11i 2).

6. Dodanie siarczanu protaminy do ukladu zawierajacego antytrom-
bine powoduje skrécenie czasu krzepniecia. Dzialanie antyheparynowe
protaminy jest jednak o tyle silniejsze, ze trudno wypowiedzie¢ sie, czy
nie chodzi tu o efekt specyficzny.

7. Oméwiono niektére dane dotyczace znaczenia antytrombiny VI dla
fizjologii i patologii.

Otrzymano 25.6.1958 r.
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M. WIERZUCHOWSKI

CIEZKA PRACA MIESNIOWA A ODPLYW CUKRU ZE KRWI
NA POCZATRU WYSYCANIA GLIKOZA

Zaktad Fizjologii Polskiej Akademii Nauk w fodzi

ROZDZIAE. WSTEPNY

Niniejsza rozprawa opisuje rytmy rozmaitych czynnosci, ktéore wy-
zwala w ustroju jednostajny dowéz szybko przetwarzalnego podloza pod-
ozas stanu, ktéry doprowadza ustr6éj do najwyzszych wydatkéw energe-
tycznych.

1. Zadanie

Plan pracy polegal na poréwnaniu u psa wplywu jednostajnych wle-
wan dozylnych glikozy, podczas cigzkich wysitkow mie$niowych, z opisa-
nym juz dzialaniem tychze wlewan u osobnika spoczywajacego [47].

Przytoczony zespdl wynikow obejmuje niewiele wiecej, niz pierwsze
poél godziny dowozu glikozy ze stala predkoscia. Dalsze odcinki, przytoczo-
ne tylko dorywczo, zostang oméwione szerzej w przysziosci.

Sposob wykonania posiadal swe odrebnos$ci: Po pierwsze, badania wy-
konano na prawidlowych ,mnietknietych‘ nie uspionych osobnikach, ktére
spelnialy wlasciwy im fizjologicznie rodzaj dlugotrwaltej czynnosci mies-
niowej. Pozwalalo to $ledzi¢ subtelng i prawdopodobnie nieskazong dy-
namike zmian ustrojowych. Po drugie, do rozbioru zjawisk uzyto bardzo
rozlegltej skali predkosci, z jaka stosowano glikoze.

Z wyzej okresSlonym zadaniem wigze sie rusztowanie zagadnien:

1) Poczatkowa czes$¢ kazdego z obecnych doswiadczen byla przykla-
dem, na ktérym mozna bylo wyprobowaé kinetyke zapoczatkowujacego
wysycania glikoza, opracowang dla osobnikéw spoczywajacych [50, 51],
i oceni¢, jak wplywa praca mig$niowa u réznych osobikéw na parametry
uchodzenia ze krwi tego cukru podczas poczatkowego szybkiego wzrostu
przecukrzenia.

2) Gdy w pierwszej poélgodzinie pracy zasilanej glikoza stezenie tego
cukru podejdzie do odpowiedniego poziomu, nalezaloby oczekiwaé, ze

(551
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wszystkie dostepne punkty, katalizujgce poczatkowy rozpad glikozy, zo-
stang obsadzone. Lecz dzieje sie to podczas zwiekszonego przez prace
zuzycia glikozy, a wiec i zwigkszenia czynnej przetwoérczo powierzchni
enzymatycznej.

3) W dalszym przebiegu rytm wysycania stanowisk enzymatycznych
glikoza spotyka sie z poprawg przetwarzania, dajgca sie przypisa¢ dopiero
teraz wystepujacemu pelnemu uruchomieniu punktéw przetwérezych,
ktore widocznie w pierwszej poélgodzinie nie spelnialy jeszcze dostatecz-
nie swej roli. Fala tego wzbierania czynnosci enzymatycznej, ktéra w po-
dobny sposéb zaznacza sie¢ réwniez w spoczynku, ulega jednak podczas
pracy pewnej zmianie. Nalezy ja przypisa¢ adaptacji enzymatycznej, roz-
pietej na podlozu dzialan hormonalnych.

4) Wprowadzany rozczyn obok glikozy zawiera wode, ktérej objetosé
dochodzila do znacznych rozmiaréw. Oznaczono wiec jej obrét w pierw-
szej pélgodzinie doSwiadczenia, by mozna bylo krytycznie rozpatrzyé za-
chowanie si¢ glikozy.

2. Material zwierzecy

Do do$wiadczen z praca migSniowg uzyto 17 pséw mieszancéw (9)
o wadze 6,0 do 11,5 kg. Wykonano na nich 38 do$wiadczen z dowozem
glikozy i 11 kontrolnych bez jej dowozu. Przed wlasciwym doswiadcze-
niem poddawano je w ciggu miesiecy éwiczenicm w wykonywaniu mniej-
szych co do trwania dawek pracy, ktére jednak mialy to samo natezenie
co podczas wlasciwego doswiadczenia.

Do badan spoczynkowych wzieto 30 pséw (?) o wadze miedzy 4,3
a 22,6 kg. Wykonano na nich 71 jednostajnych wlewan glikozy oraz
5 wlewan rozczynu fizjologicznego. Byla to grupa, okreslona jako wzor-
cowa [51].

Kazdy z osobnikéw posiada na wykresach odrebny znak, dlatego kaz-
de do$wiadczenie mozna przesledzi¢ przez wszystkie wykresy.

Oprécz tego podano wyniki 6 wlewan fruktozy u spoczywajacych i pra-
cujacych zwierzat i podobnie 3 wstrzykiwan galaktozy.

3. Diety

Zwierzeta, karmione stale odpadkami jedzenia szpitalnego z przewa-
ga weglowodanéw, otrzymywaly przez tydzien poprzedzajacy doswiad-
czenie diete nr 1 [51] lub w paru przypadkach diete nr 3.

Dieta nr 3 zawierala na dobe na kg wagi ciata: 13,2 g cukru jadalnego
i 4,3 g migsa konskiego oraz okolo 1,5 g suszonych kosci. Zaspokajala
ona koszt podstawowej wytwérczosci cieplnej z nadwyzka 37%. Zwierze
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otrzymywalto na 24 godziny, na kg wagi: 12,9 g weglowodanéw, 0,94 g
biatka i 0,1 g tluszczu, razem 56 kcal. W tym 91,3% ciepla pochodzilo
z weglowodanéw. Ze wszystkich 3 diet zawierala ona w mierze bezwzgled-
nej i wzglednej najwiecej weglowodanéw, a najmniej tluszczu i biatka.
Nic wiec dziwnego, ze przetwarzanie glikozy bylo po niej nieco lepsze,
niz po obu innych dietach.

Waga i powierzchnia ciala znajdowaty sie w grupie doswiadczen z pra-
cg w ramach wezszych, niz w grupie spoczynkowej. Natomiast wskaznik
stanu odzywienia zachodzit w obu zespolach w granicach optimum lub
tylko nieznacznie przekraczal je ku gorze albo ku dolowi. Ze stanowiska
przygotowania pod wzgledem stanu odzywienia dawaly sie wiec poréwnaé
ze sobg (por. uwagi w [51]).

4. Oznaczenia roznych wartoSci

Oproécz metod uzytych w poprzednim doniesieniu [50, 51] zastosowano
do oznaczenia fruktozy we krwi [7, 55], do drozdzowej fermentacji we
krwi [41, 57, 58, 54] (oznaczenia glikozy, reszty redukcyjnej i galaktozy),
do okreslenia ilosci jednocukrowcéw w moczu oznaczen polarymetrycz-
nych z redukcyjnymi przy pomocy metody Bertranda, do kwasu mlecznego
we krwi z poczatku [14, 15], a potem [17]. Wzgledne stezenie hemoglobiny
okreslano we krwi rozcienczonej za pcmocg 0,1 n HCl. W kolorymetrze
typu Duboscq’a poréwnywano krew badang (1) z krwig wstepna (L),
pobrang z tego samego naczynia, jako wzorcem. Stgd wynikly dwa sposoby
wyrazania stopnia rozcienczenia osocza krwi w ciggu do$wiadczenia:

Wzgledne stezenie hemoglobiny we krwi =100 -ly/l;.

Wzgledna objetosé osocza =— 100 -1/1,.

Obu okreslen uzywano w sposéb zamienny.

Aby osiggngé dane przeziewu niewyczuwalnego wazono zwierzeta,
przed dowozem rozczynu glikozy, na wadze Sautera dla czlowieka, z do-
kladnoscig 0,1 g i w ciggu godziny uzyskiwano co 10 min. strate wagi
(5 psow, 20 doswiadczen). Podobne pomiary wykonano réwniez podczas
dowozu glikozy u osobnikéw spoczywajacych (4 psy, 16 doswiadczen).
Natcmiast podczas pracy oznaczano pdlgodzinng strate na wadze, mie-
rzong ze S$cislo$cia 1 g, po uwzglednieniu calego bilansu wagowego (12
pséw, 30 doswiadczen). Przyklad tych obliczen podano [48a], ale udosko-
nalono je w obecnym doniesieniu.

5. Sposéb prowadzenia doSwiadczen u zwierzat pracujacych

Plan polegal na tym, by dawke pracy utrzymaé¢ taka sama, a zmieniaé
w poszezegdlnych dos§wiadczeniach tylko szybko$é dowozu roztworu gli-
kozy, czy to na jednym i tym samym osobniku, czy tez na réznych. Osta-
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tecznie wyksztalcona technika tego postgpowania wymaga osobnego opisu.
Te same urzadzenia i sposoby, ktére stuzyly do wlewania dozylnego roz-
czynu glikozy w spoczynku, stosowano réwniez podczas pracy [48a, 51].

W dniu doswiadczenia mniej wiecej w 24 godziny po ostatnim calo-
dobowym positku rozpoczynano réwnoczesnie i prace miesniowg biegu
pod goére i dowoz rozczynu glikozy, zawsze mniej wiecej 20%. W polowie
i na koncu kazdej godziny doswiadczenia zatrzymywano bieznie, szybko
pobierano krew, cewnikowano zwierze i wyplukiwano dokladnie mocz,
po czym wazono je na wielkiej wadze Sautera z dokladnoscia 1 g i wpro-
wadzano z powrotem na bieznie, nie rozdzielajgc polaczen z urzadzeniem
przetaczajacym roztwor cukru z biuret. Przestanek wynosit za kazdym
razem do 5 minut i pozwalal na krétki wypoczynek zwierzecia.

Podczas pracy wlewanie odbywalo si¢ wylacznie do zyt szyjnych przy
pomocy stosownych kaniul szklanych. Krew wstepng i dalsze pobierano
zawsze z tego samego miejsca Venae jugularis ext. po drugiej stronie
szyi. Podczas biegu zwierze dos$¢ swobodnie oddawalo mocz do odpowied-
nio zbudowanego naczynia lejkowatego, przymocowanego do uprzezy,
ktore obejmowalo wylot zewnetrznych czesci plciowych a zarazem takze
cewki moczowej. O ile zwierze chcialo odda¢ mocz podczas biegu, zatrzy-
mywalo sie na kilkanascie sekund, $lizgajac sie na lapach, przy biegnacej
nadal biezni, i swobodnie wypuszczalo mocz do lejkowatego naczynia,
z ktérego odptywal on bez zadnych strat poprzez szerokg rurke gumowsg
do naczynia miarowego. Natomiast pdlgodzinne porcje moczu oddzielano
przy pomocy cewnikowania (jak wyzej).

W pierwszej poélgodzinie wprowadzania roztworu glikozy nie dowo-
zono dodatkowo wody ani podczas pracy, ani w spoczynku, ale z dwu
odmiennych powodéw. U osobnikéw spoczywajgcych nie potrzeba bylo
jej wprowadza¢ wedlug sprawdzianéw wypracowanych dawniej [48a],
za$ u pracujacych, ze wzgledu na péigodzinny rytm pomiaréw, nie bylo
sposobno$ci do uzyskania danych dla dodatkowego dowozu wody, cho¢by
nawet zjawila sie taka konieczno$é.

6. Dawkowanie pracy

W ergometrze, zwanym bieznia obrotowa, stosowano dwa natezenia
pracy miesniowej. Przy obu zwierze bieglo po pasie ruchomym pod gore
pod katem nachylenia 17,6° (Tabl. 1). Przy natezeniu, zwanym ,,Praca I,
zwierze przebywalo w ciggu godziny droge, biegnaca skosnie, dlugosci
3,88 km, za$ przy ,Pracy II“ — 5,14 km. Natezenie narzuconej przez
bieznie pracy zewnetrznej (suma kilogramometréw (= kg m) skladnika
poziomego i pionowego) wynosilo dla pracy I — 81,3 kg m na 1 kg wagi
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ciala na min., za$§ przy pracy II — 107,5 kg m. Bylo wiec przy pracy II
o 32% wyzsze, niz przy pracy I.

Wprawdzie nie oznaczano wymiany gazowej podczas pracy, ale przy
uwzglednieniu zasad dla tego rodzaju obliczen [34] oraz stosownych
wspdélezynnikéw, uzyskanych u psa [4], obliczono cieplo wytwarzane pod-
czas obranych natezen biegu. Podstawowa wytworczosé cieplna, oznaczona
w 186 oznaczeniach na 19 psach grupy spoczynkowej (), przy pomocy
urzgdzenia o obwodzie otwartym [47], wynosila na min./kg 0,02558 kcal,
o = 1 0,00288, wspoélczynnik zmiennosci * 11,7°%. Natezenie wytwa-
rzania ciepla podczas pracy I bylo 7,8 razy wieksze od podstawowego
w spoczynku, za$ podczas pracy II — 9,8 razy (Tabl. 1). Gdy jednak po
uwzglednieniu pauz spoczynkowych uzyskano prawdziwg uzytkowg wy-
tworczos¢ cieplna, byla ona 7,1 i 9,0 razy wieksza, niz spoczynkowa
(Tabl. 1). Takie obcigzenie wysitkiem doprowadzalo po 5 lub 6 godzinach
do silnego wyczerpania zwierzecia.

7. Mianownictwo, symbole, obliczenia

Obecne doniesienie wigze sig $ciSle z poprzedzajacymi [50, 51] i opiera
sie na takich samych sposobach obliczen oraz posluguje sie takimi sa-
mymi symbolami: C, — calkowity cukier we krwi w mg/100 ml; AC, —
przyrost cukru we krwi ponad poziom wstepny (przed pracg i dowozem
glikozy, wyjsciowy); A4C},;3/t — zapoczatkowujgca zmiana stezenia
cukru we krwi w mg na 100 ml/min. we krwi V. jugularis ext. w ciggu
pierwszych 30 minut jednostajnego dowozu glikozy; t — czas w minu-
tach, przewaznie 30 minut; V; — predko$¢ dowozu glikozy w g na m? po-
wierzchni ciala na godzine.

Wzér dla zapoczatkowujgcego wzrostu stezenia glikozy we krwi (lub
zapoczatkowujacej zmiany minutowej tegoz stezenia), uzasadniony dla
osobnikéw spoczywajacych [51], brzmi (Rys. 1):

ACY/t="bp- V. (1)

Odpowiada on réwnaniu prostej, ktéra przecina skrzyzowanie osi wspél-
rzegdnych, y=>b-x. Wynika z niego stala o pewnym znaczeniu w obec-
nych rozwazaniach:
oo — ACE
t-V;
Podobnego wzoru uzyto dla oznaczenia stalej bp dla fruktozy i galaktozy
(Tabl. 3 i 4).
Gdy jednak prosta przeprowadzona przez oznaczenia AC{ %"/t omija
punkt zerowy, jak czyni to druga prosta na rys. 1, wtedy liczba stalych

=tanga. (2)
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powigksza sie. Dla stalej b przyjeto wtedy znak bp. Réwnanie odpowiada
prostej przebiegajacej ponizej lub powyzej punktu zerowego, y=—=a-+b-x,
co wyrazone przyjetymi symbolami daje wzor:

ACY®t=a, + by V. (3)

Stala ap okresla na osi rzednych (= 4C);*/t), o ile mg cukru na 100 ml
krwi na min. prosta biegnie ponizej punktu zerowego w przykladzie na
rys. 1. Stala bp wyznacza kat nachylenia prostej, odepchnietej od punktu
zerowego. Kat ten moze byé odmienny (), niz dla bp (a). Jak uprzednio
[51], obliczano stale przy pomocy reguly najmniejszych kwadratéw. Po
obliczeniu obu stalych a, i b, uzyskiwano, jako cenny parametr, punkt

0
7 Vi, predkost dowazu gliknzy,
"‘{ / g na mijgode

Rys. 1. Przyklady prostych, ktére wyrazajg stosunek miedzy jednostajnie dozylnie
skierowang dawka glikozy a wywolanym przez nig minutowym przyrostem ste-
zenia glikozy we krwi, w poczgtkowych 30 minutach dowozu

przeciecia prostej z osig odcietych (= V;), cp, widoczny na rys. 1, gdy
w formule (3) wstawiono zero na miejsce AC)*"/t. Wtedy

—a,=b,V,,
a stad
a
CP=_b—: 1 (4)

Stalg ¢, wyrazano w g na m?godz., a wiec tak jak V.

Na podstawie poprzednich dociekan [51] wszystkie prawie wartosci
obliczano na powierzchnie ciala i dlatego wszystkie powyzsze stale majg
dopisek P. Gdyby bowiem w powyzszych wzorach uzyto zamiast V; szyb-
kosci dowozu na inne wymiary ciala, niz powierzchnia, stale musialyby
przybraé¢ odmienne wartodci.
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Poprawne parametry prostej (3) mozna bylo uzyskaé wylgcznie na
podstawie liczby punktéw wiekszej, niz jeden. Dlatego, gdy chciano wy-
kaza¢ wlasciwosci kazdego punktu z osobna podczas pracy w poréwnaniu
ze spoczynkiem, musiano sie¢ posluzy¢ réwnaniem (1) a nie (3). Otrzymana
w ten sposéb stala bp byla tylko pozorna, gdyz nie odpowiadala rzeczy-
wistej kinetyce usuwania glikozy. Byla jednak pozyteczna, bo wyka-
zywala, jak wybitna réznica istnieje miedzy pracg a spoczynkiem (Rys. 2,
10, Tabl. 2).

z
i

e it -

2
8
s

a
i

Reszto
mg/100m!

Glikozo
w moczu,
9/q0%z.

7,

%

L

Rys. 2. Wlewano glikoze z ta samg predkoscia (2 g na kg/godz.) podczas spoczynku

(Tabl. 2, Dian. d. 8) i podczas pracy (Dian. d. 7). Stala bP podczas pracy jest po-

zorna. Odsetki naniesione na tle cukromoczu = wydalona z moczem cze$é calej
iloéci wprowadzonego cukru. Dieta nr 3 s
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WYNIRI

A. ZAPOCZATKOWUJACY WZROST STEZENIA CUKRU WE KRWI PODCZAS PRACY

1. Trzy jednocukrowce: zasadniczy fakt jakoSciowy

Juz dawniej znaleziono [13, 52], ze gdy w jednostajny sposéb wpro-
wadza¢ dozylnie glikoze, fruktoze i galdktoze u psa w tych samych ilo-
sciach podczas wytezonej pracy miesniowej i w spoczynku wtedy, tylko
przetwarzanie glikozy wzmaga si¢ pod wplywem pracy, za§ dwu innych
heksoz nie ulega zmianie. Tak wywnioskowano z do$§wiadczen wykona-
nych wéwczas na jednym i tym samym osobniku, z ktérych pare przed-
stawiono na rys. 2—4.

Spoczynek
1 1 y O LR ] 1 1 5 &
vegl steienie " | o J, |
hemoglobiny "% — y
we;‘mf. @4 o 7 A
404 “ - —
Oyetase 00 4 l
moczy, 50 Nie i '
mifgotz. |
K 604 ILV‘U “r 4}‘ _';Jp
R B oY
04t MV AEQEDES
0oml [ 74
mg/ o
Fruktezo 2004 0o A= el
Jako B3I K 7 L
M"'lw@nnns?ﬂ ﬁ”..xi
mg/100ml o4
100 4
ikaz ”'“JY&
¢ - 3 52
N oy | [Fiel
ngrom 1 |® @ {1..‘3‘3\:}\’,\&
n-
Resztg
redukeyino, 43
mg/100m!
77
Fruktoza 2] 2 2| 142 '
- - 7, Ve /
wmoew, 14 V7077787 /
v | %W% 2% 0
Godz doswiodczenie < @ 1 2 3 Y e B ) S, S AT
Fruktoza + Swawk Mm*wmm

Rys 3. Dowozono dozylnie fruktoze, 2 g na kg/godz. Dian. (¢) spoczynek d. 3,
praca 4. 2 (Tabl. 3). Stale bp dla fruktozy krwi. Dieta nr 3
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Podczas pracy i dowozu glikozy (Rys.2) uklad fazy I i II zostaje bar-
dzo znacznie zmniejszony i skrécony do resztki, ledwie zaznaczajgcej sie
w krzywej glikozy we krwi. Réwniez w 2—5 godzinie stezenie jej jest
wybitnie nizsze, niz w spoczynku i opada nieznacznie, ale nie dochodzi do
warto$ci wyjsciowej. Pozorna stala bp spada do 0,060 z 0,145 w spoczyn-
ku. Gdy w spoczynku zwierze wy-
dala 17,4% wprowadzonej glikozy,
podczas pracy zaledwie 0,15%. Dla-
tego przetwarzanie glikozy wzma-
ga sie wybitnie. Natomiast steze-
nie kwasu mlecznego we krwi po-
zostaje bez zmian. Objeto§¢ moczu
maleje, a osocze krwi zageszcza
sie.

Gdy sie natomiast wprowadza
podczas pracy fruktoze, nie do-
chodzi do zadnej zmiany ani
w przebiegu krzywej fruktozy we
krwi, ani w moczu (Rys. 3). W spo-
czynku zwierze wydala 7,42%

zy jako zrédlo energii miesniowej
podczas pracy. To jednak zdaje
sie nie przyspiesza¢ przetwarzania

st Y, o L . i : ;
'ﬂm ::n\va =/ it & wprowadzonej dawki, za§ podczas
LA [ W pracy 6,63%. Glikoza we krwi
0 opada w taki sam sposéb w obu
i, ] okolicznosciach. Kwas mleczny
iy ﬁ tworzony w wielkich ilosciach
e przez watrobe z fruktozy [61, 59]
e ok w spoczynku jest nawet wyzszy,
S niz podczas pracy. By¢ moze sltu-
9/gpdz.

Rys. 4. Wprowadzano dozylnie galaktoze Iruktozy.
z szybkoscia 2 g na kg/godz. Dian. spoczy- Z galaktoza (Rys. 4) ani we
nek d. 10, praca d. 9 (Tabl. 4). Stala bP krwi, ani w moczu nie ma roznic
odnosi sie do galaktozy krwi. Dieta nr 3 w krzywych galaktozy miedzy
praca a spoczynkiem. W spo-
czynku pies wydala 74,6%, zas podczas pracy 75,4°/0 dowiezionej galak-
tozy. Nie ma tez roznic w krzywej glikozy we krwi, oznaczanej obok ga-
laktozy. Stezenie kwasu mlecznego we krwi i usuwanie jego z moczem
jest wybitnie podwyzszone. Objetosé moczu jest podczas pracy mniejsza,
a krew zageszczona w stosunku do spoczynku, nie wiecej jednak, niz przy
dowozie glikozy. Nie dostrzega sie w przytoczonym doswiadczeniu
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(Rys. 4), by galaktoza rozmieszczala si¢ podczas pracy w wiekszej prze-
strzeni wodnej, niz w spoczynku, w przeciwienstwie do niektérych da-
nych na preparatach zwierzat [19, 25].

Z technicznego punktu widzenia wyniki z fruktoza i galaktoza moga
sluzy¢ jako kontrolne badania dla glikozy. Podobnie jak glikoza zacho-
wywala sie maltoza [13, 52].

2. Wyjatkowosé¢ glikozy wyrazona okresleniami kinetyki zapoczatkowania

Juz w pierwszych 30 minutach jednostajnego dowozu stala bp zapo-
wiada, jak ustrdj bedzie sie obchodzit z dang heksozg podczas pracy
i spoczynku. Stwierdzono to na 3 grupach doswiadczen z dowozem 3 hek-
soz z t3 sama szybkoscia na kg/godz. (Tabl. 2—4). Doswiadczenia z praca
robiono na tym samym osobniku co w spoczynku. W poréwnywanych
parach doswiadczen osobniki nie réznily sie wybitniej stanem odzywienia.

U 4 spoczywajacych pséw podczas dowozu glikozy stezenie tego cukru
we krwi podnosilo si¢ przecigtnie 7,24 mg na 100 ml/min. Natomiast
u tych samych osobnikéw podczas pracy tylko 2,71 mg na 100 ml/min.
(Tabl. 2). Fakt ten dostrzezony juz dawniej [13, 52], byl potem wielo-
krotnie ponownie stwierdzany [27, 28, 40, 2, 6]. W tych warunkach stala
bp wynositla w spoczynku 0,1752, byla wiec nieco wyzsza, niz przecietna
wzorcowa (0,1631 [51]). Podczas pracy (pozorna) stala bp spadala az do
0,0668 (Tabl. 2).

Przy wlewaniu fruktozy zaréwno w spoczynku, jak podczas pracy
przyrost minutowy (= zmiana minutowa dodatnia) stezenia fruktozy we
krwi, jak i jej stala bp nie réznig sie wyraznie od siebie (Tabl. 3). Sg
przy tym tak niskie, jak podczas pracy ws$réd stosowania glikozy. Mimo
tak niskiej stalej bp, fruktoza jednak ciggle jest do§¢ obficie wydalana
Zz moczem, nie znika z niego, gdyz wykazuje w nerce znacznie mniejsze
wchlanianie zwrotne, niz glikoza. Jak wynika z dawniejszych do§wiadczen
[46, 53], stezenie fruktozy we krwi wzrasta ciggle jeszcze po uplywie
pierwszej godziny dowozu z ta samg predkoscig, jak w tabl. 3. Przewaznie
nie dochodzi do stanu réwnowagi przed polowsg pierwszej godziny dowozu,
co dawaloby sztucznie zbyt male wartosci zapoczgtkowania.

Juz z iloéci cukru wydalanego z moczem w pierwszej godzinie dowozu
podczas spoczynku wynika (Tabl. 2—4), ze ustréj najmniej odrzuca fruk-
tozy, wiecej glikozy, a najwiecej galaktozy, zgodnie z danymi w narkozie
amytalowej [54]. W stosunku do wartosci, otrzymanych dla glikozy, przy-
rost minutowy galaktozy we krwi i jej stala bp w spoczynku (Tabl. 4)
nie sg jednak tak wyraznie wyzsze, jakby sie tego mozna bylo spodzie-
wac. Nie ma wybitniejszej réznicy miedzy praca a spoczynkiem w stalej bp
(praca 0,226, spoczynek 0,180) i wydalaniu galaktozy.

5
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Predkos¢ dowozu glikozy, g na m’/godz
Rys. 5. Ciezka praca w biezni obrotowej. R6wnocze$nie dowozono przez zyle jedno-
stajnie rozczyn glikozy z rozmaitymi predkosciami. Dowoéz glikozy rozpoczynano
réwnoczesnie z biegiem pod goére po pochylosci 17,6°. Wyniki ujeto w 5 prostych,
ktérych réwnania podano. Natezenie pracy: dla A i E praca bardziej nasilona
(praca II), dla B, C i D nieco mniej nasilona (praca I). Prosta D — osobniki z cze-
Sciowg niedomogg nerek, stare. 16 pséw (wylgcznie ¢), 38 do$wiadczen. Blizsze
szczegbdly w tabl. 5—9. Kontrolna krzywa spoczynkowa dla 71 do$§wiadczen
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Z 3 cukréow tylko glikoza okazala sie bezposrednio czerpanym ze krwi
»paliwem* pracy migsniowej.

3. Zastosowanie do pracy mieSniowej danych kinetyki
zapoczatkowujacego wysycania glikoza

Samo zmniejszenie stezenia glikozy we krwi pod wplywem pracy
miesniowej w stosunku do wartosci spoczynkowej przy jednakowej pred-
kosci dowozu jest nie dos¢ wnikliwym spostrzezeniem, troche tylko Scis-
lejszym, niz przy dowozie glikozy doustnym Ilub innymi drogami
[2, 40, 6].

Takze ilosciowa ocena stosunku miedzy stezeniem podloza w nie-
szczelnym zbiorniku, do ktérego sie je wpuszcza, a dowieziong dawka
przy jednej obranej V; w postaci stalej bp réwniez niedos¢ jeszcze do-
kladnie okresla sposéb usuwania glikozy podczas pracy, a takze w innych
stanach (Tabl. 2). Jest to bowiem oznaczenie przy jednym tylko
punkcie V; (= jednopunktowe) i do niego odnoszg sie uwagi w rozdziale
,2Mianownictwo, symbole...“.

Dopiero gdy w jednym i tym samym momencie doswiadczenia (od
chwili rozpoczecia dowozu podloza) oznacza¢ catkowite stezenie wpro-
wadzanego podloza we krwi lub przyrosty jego ponad poziom wstepny
przy wielu odlegtych od siebie V; (= wielopunktowo), udaje
sie okresli¢ dokladniej spos6b gromadzenia sie we krwi, a wiec i usu-
wania ze krwi podloza w danych warunkach.

Wszystkie oznaczenia ACY, ™/t wobec V; podczas pracy z dowozem
glikozy daja sie obja¢ réwnaniami prostych z rys. 1 (Rys. 5). Wiekszo§é
ich przecina o$ odcietych na prawo od zera, a o$ rzednych ponizej zera.

Caly zespél doswiadczen daje sie przedstawi¢ w 5 krzywych rys. 5.
W kazdej z nich wystepuje, jako jedyna lub jako rozstrzygajaca, grupa
warto$ci zebranych na jednym osobniku przy pomocy rozleglej skali V.
Krzywe te zostang kolejno oméwione wedlug liter, ktére posiadajg na
rys. 5.

4. Krzywa A i E (Rys. 5) dla wiekszej dawki pracy

Obie krzywe sg oparte na danych z tabl. 5, w ktérej znajduja si¢ row-
niez wzory dla nich. Jako trzon tego zespotu stuzy 7 doswiadczen z roz-
maitymi V; na osobniku P4. Stosowano w nich prace II. Przyklad jed-
nego z nich jest na rys. 6.

Prosta A (Rys. 5) rozpoczyna sie na osi odcietych o 25,5 g glikozy na
m?/godz. (= cp) na prawo od punktu zerowego, przy czym poczatkowa
zmiana minutowa wynosi zero. Oznacza to w przyblizeniu, ze, gdyby
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72 M. WIERZUCHOWSKI [18]

dowozi¢ nawet 25,5 g glikozy na m?*godz., jeszcze nie uzyskaloby sie zad-
nego podniesienia poziomu glikozy we krwi zyly jarzmowej zewn. przy
tej dawce pracy.

Jak wynika ze wzoru prostej A w tabl. 5, przecina ona 0§ rzednych
ponizej zera przy ap=— 3,71 mg na 100 ml/min. Tej czesci krzywej nie
wykreslono na rys. 5, ale wynika ona z rys. 1. Warto$¢é ta oznacza, ze
przy zastosowaniu takiej samej dawki pracy u osobnika, ktéremu nie
wstrzykuje sie glikozy, jej stezenie we krwi powinnoby spadaé o 3,7 mg

Praca II
P (R S RO
400 4
bjeasé moczy,
ml na m¥godt. ® a
5 L2 O 1,
Dowiz glikazy, ot
gnam/gotz._ sa36061>~p

.
.

4 % pza

L R e L
Godziny doswiadczenia
; Glikoza + Bieg pod gore
Rys. 6. Wprowadzano 60,6 g glikozy na m?%godz. (=3 g na kg/godz.) u psa P4 (o)
podczas pracy I1I. Waga 10,31 kg, P 0,510 m®, wskaznik odzywienia 0,286. Pozorna
stala bp, wynosi 0,0992. Dieta nr 1, Po malej fazie I i II krzywa cukru we krwi
przebiega niemal bez zmiany stezenia na poziomie okolo 240 mg/100 ml
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na 100 ml w ciggu minuty. Wida¢ jednak z kontrolnych doswiadczen
tabl. 5, ze tak sie nie dzieje. Jezeli w ogéle opada w nich glikoza we krwi,
ujemna zmiana minutowa stezenia glikozy we krwi sigga wtedy najwy-
zej 0,22 mg na 100 ml/min. Przewaznie jednak jest znacznie mniejsza.

Jej stala bp==0,1459 wskazuje, ze nachylenie prostej do osi odcie-
tych jest mniejsze, niz nachylenie przecietnej prostej we wzorcowej gru-
pie spoczynkowej (— 0,1631 [51]). Prosta spoczynkowa naniesiono na
rys. 5 w postaci przerywanej linii, ktéra przecina punkt zerowy.

Wieksze rozstrzelenie wartosci dokola prostej A tlumaczy sie tym, ze
sklada sie na nig 11 osobnikéw.

W stosunku do prostej spoczynkowej (Rys. 5) prosta A posiada wiec
dwie cechy odmienne: 1) nie przechodzi przez punkt zerowy osi wspol-
rzednych, lecz jest odsunigeta od niego na prawo; 2) jej kat nachylenia,
wyrazony stalg bp, zmniejszyl sie w stosunku do kata prostej spoczynku.
Zostanie udowodnione w dalszym doniesieniu, ze wymienione cechy zna-
mienne usuwania glikozy ze krwi nie zostaly wywolane przez zwiekszenie
wydalania glikozy przez nerki.

Z calego zespotu danych krzywej A wybrano 5 wartosci, wykazuja-
cych najwieksze usuwanie glikozy ze krwi (Tabl. 5, wartosci z dwoma
gwiazdkami). Na ich podstawie nakreslono krzywa E rys. 5. W obecnych
badaniach stanowi ona najwyzszy pulap. Prawdopodobnie jest réwniez
bliska w ogble najwyzszego pulapu, osiggalnego u prawidlowego psa bez
dodatkowych zabiegow. Prosta E przecina o§ V; przy 31,1 g na m?godz.,
za$ o$ rzednych przy —4,25 mg na 100 ml/min. Jej stata bp wynosi 0,1367.
Nie towarzyszy jej zwiekszenie wydalania glikozy z moczem, a zatem niski
stopienn gromadzenia si¢ glikozy we krwi nalezy przypisa¢ wzmozonemu
usuwaniu przez tkanki przetwarzajace, a wiec gtownie miesnie. Prosta E
jest wiec jeszcze bardziej odsunieta na prawo, niz prosta 4, i jeszcze mniej
stroma. Byé moze, iz dalsze spotegowanie dawki pracy przesuneloby
prosta jeszcze bardziej w tych dwu kierunkach, polepszajac zuzycie gli-
kozy.

Zjawiska, zachodzace w drugiej polowie pierwszej godziny, nie zostang
oméwione wyczerpujaco. Uznano jednak za konieczne, by podaé¢ stezenie
cukru we krwi przy koncu pierwszej godziny dowozu glikozy podczas
pracy i poréwnaé¢ je ze stezeniem, uzyskanym w polowie pierwszej go-
dziny. W ten sposéb powstala w tabl. 5—8 kolumna, noszgca tytul
nZmiana stezenia cukru we krwi miedzy polowa a koncem godziny“:

AC = Cy— O3,
Wartosci ujemne wskazujg na spadek stezenia glikozy we krwi w tej
czeSci doswiadezenia, zas dodatnie na przyrost.
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W tabl. 5 z kolumny tej wynika, ze podczas cigzkiej pracy bez do-
wozu glikozy stezenie cukru we krwi przy koncu pierwszej go-
dziny moze okazywa¢ wychylenia o kilka mg/100 ml w dét lub w gore
od wartosci w polowie pierwszej godziny. Niekiedy spadek ten dochodzi
nawet do kilkunastu mg (Tabl. 6, 7). Ale pojawia sie niekiedy i przyrost
o kilkanascie mg/100 ml (Tabl. 8). Spadek stezenia w tym wycinku do-
Swiadczenia jest czeScig zasadniczej linii znizki stezenia, przebiegajacej
niekiedy nieregularnie, w ciagu catego okresu pracy niezasilanej z ze-
wnatrz glikozg.

Zupelnie inne znaczenie posiada przebieg stezenia cukru we krwi
w tym samym okresie pracy miesni w strumieniu glikozy. Przy nizszych
i $rednich V; zarysowuje sie wtedy przewaznie spadek stezenia, niekiedy
nie ma wyraznej zmiany, a nawet zjawia sie czasem niewielkie podniesie-
nie stezenia. Natomiast przy wysokich V; stezenie wzrasta wybitnie.

Od tej reguly pojawiajg si¢ w tabl.5 dwa wyjatki: w P15 dosw. 2
i w P4 dosw. 7. Jakkolwiek w obu tych do$wiadczeniach V; jest Srednia
(4 i 5g na kg/godz.), jednak przy koncu pierwszej godziny, inaczej niz we
wszystkich innych do$wiadczeniach, glikoza podnosi si¢ we krwi dosé¢
znacznie, o 147 i o 163 mg/100 ml. Wyjatkowo bowiem w tych 2 przypad-
kach stroma faza I przedluza swe trwanie do konca pierwszej godziny do-
Swiadczenia, po czym, wyjatkowo pézno, gdyz na poczatku drugiej go-
dziny, przychodzi do gwaltownego spadku stezenia, jako wyrazu fazy II.
We wszystkich innych doswiadczeniach faza II albo zaznacza si¢ wprost
wezesniej, albo zapowiada swe wystapienie splaszczeniem krzywej cukru
we krwi juz w drugiej polowie pierwszej godziny.

W ten sposéb pomiedzy 30 a 60 minutg dowozu glikozy podczas pracy
ukazuje sie poczatek polepszenia w usuwaniu glikozy ze krwi, ktory
w znacznej mierze nalezy przypisa¢ przystosowaniu enzymatycznemu
(adaptacji) do wtlaczanej glikozy. Zjawisko to wystepuje w calym przed-
stawianym materiale w podobny sposob. Nie bedzie wiec oméwione przy
poszczegolnych krzywych rys. 5 i przy przynaleznych do tych krzywych
tablicach, lecz lgcznie w ,,Oméwieniu‘’ — rozdz. 6 i 7.

Zreszta podczas 30 i 60 minuty obecnych dos$wiadczen zarysowuje sie
tylko poczatek zjawiska fazy II. Czesto rozwija sie ono w pelni dopiero
w nastepnych odcinkach doswiadczenia (dalsze doniesienia).

5. Krzywa B i C (Rys. 5) dla nizszego stopnia wysilku

Prcste B—D otrzymano u osobnikéw poddanych pracy I, a wiec
mniej ciezkiemu wysilkowi, niz przy uzyskiwaniu krzywych A i E. Cechg
im wlasciwg jest, ze s3 mniej odsuniete na prawo od punktu zerowego,
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niz krzywe A i E ciezej pracujacych zwierzat. Krzywa D bedzie tematem
dalszego ustepu.

Szczegblng uwage zwraca krzywa B (Rys. 5) na osobniku P8 (Tabl. 6)
i krzywa C na osobniku P7 (Tabl. 7) ze wzgledu na zachodzace miedzy
nimi réznice. Streszczaja one ukiad sit znamienny dla danego zwierzecia.

Oba osobniki odrézniajg sie przede wszystkim odrebnoscia kinetyki
zapoczgtkowania: krzywa B przecina o§ V; w punkcie 16,1 g na m?godz.,
a wiec na prawo od punktu zerowego, natomiast krzywa C biegnie doktad-
nie przez ten punkt, co jest niezwykle dla doswiadczen z pracg miesnio-
wa (Tabl. 9). Oba badane osobniki () byly silne, wytrzymate, wyéwi-
czone w bieganiu.

6. Zestawienie stalych zapoczatkowania z dalszym przebiegiem dowozu
glikozy u 2 osobnikéw pracujacych: P8 i P7

Mozna bylo oczekiwaé, ze réznica w kinetyce zapoczatkowania podczas
pracy u obu zwierzat ujawni sie w jaki§ sposéb w nastepnych okresach
dowozu glikozy, jak to wykazano juz dla doswiadczen spoczynkowych
[51]. Na rys. 7 podano poréwnawczo po jednym doswiadczeniu na kazdym
z tych dwéch psow z tg samg dawka pracy i glikozy.

U P8, ktorego krzywa B (Rys. 5) jest odsunieta na prawo od punktu
zerowego osi wspodlrzednych, stezenie cukru we krwi podniosio si¢ do
310 mg/100 ml po 28 min. pracy podczas dowozu glikozy (Rys. 7A). Na-
stepnie jednak, juz ku koricowi pierwszej godziny, spadlo gwaltownie do
196 mg/100 ml, a wiec o 3,8 mg na 100 ml/min. Tego rodzaju zarys fazowy
krzywej cukru we krwi wystepuje w 5 dos§wiadczeniach na tym osobniku
(Tabl. 6). W zadnym z nich jednak strzelistos¢ fazy I i siodlo fazy II mnie
sg tak znaczne jak na rys. TA. Rozmiar tej fali przypomina $rednie od-
czyny tego rodzaju w spoczynku. By¢ moze podczas pracy faza II wy-
stepuje jednak nieco wczesniej (Rys. 2, 6, TA), niz w spoczynku (Rys. 2, 8).

Od konca pierwszej godziny pracy z dozylnym strumieniem glikozy
przez dalsze 3 godziny stezenie cukru we krwi dalej spada, lecz znacznie
wolniej, od 196 do 104 mg/100 ml przy koncu 4 godziny, czyli okolo
0,5 mg na 100 ml/min. Spadek jest wiec 7,6 razy mniejszy, niz w drugiej
pélgodzinie dowozu. W ciagu tych 3 godzin przetwarzanie glikozy wzmaga
sie ze stalag predkoscia. Juz w trzeciej godzinie pracy i dowozu glikoza
znika z moczu i do konca doswiadczenia wiecej nie ukazuje sie.

Przy koncu czwartej godziny stezenie cukru we krwi znajduje sie
o kilka mg/100 ml ponizej poziomu wstepnego, po czym w piatej godzinie
niemal doktadnie dochodzi do niego.

Predko$é¢ przetwarzania glikozy (obliczona wedlug [47]) wskazuje
(Rys. 7TA), ze glikoza niemal od poczatku (dopiero po ustapieniu fazy I)

http://rcin.org.pl



IS ZA MM
DN & ////////////////

N2 Al

dn/.n,

)3 117////////////////
5 AN

&
/*?7/////% ! >

T SANNNMMNNNINNY

ZNNANNN

JENNANNNN

Az
., :

. 1
mwmm/
P
3 %,WM £
“mmmw E

! 2 3 4 s
Ao o
Glikaza +Bieg pod gore
wspdlrzednych

Pies P7 (Tabl 7)

0
. KywaC(s3)
ESTC sy pome

A
o
od

33333



[25] PRACA MIESNIOWA U PSA NA POCZATKU WYSYCANIA GLIKOZA 79

napotyka na ustréj bardzo sprawnie uruchamiajacy swe mozliwosci prze-
tworcze. Pokonawszy faze I, przetwarza juz w drugiej godzinie doswiad-
czenia niemal tyle, ile sie wprowadza. W trzeciej nawet wiecej, gdy znika
cukromocz jeszcze wsrod przecukrzenia podprogowego. W piatej wreszcie
przetwarza cala dawke wprowadzanej glikozy bez zadnego przecukrze-
nia. Lecz jest to graniczny uklad warunkéw. Juz dalszy skok dawki gli-
kozy o 1 g na kg/godz., mianowicie, do 4 g na kg/godz. w innym do-
Swiadczeniu dal w pigtej godzinie pracy i dowozu przecukrzenie
o 77 mg/100 ml ponad linie wstepng wsrod przetwarzania calej wprowa-
dzanej ilosci.

Tak wymiareczkowany putap najwyzszego przetwarzania glikozy bez
przecukrzenia, przy prawidlowym stezeniu cukru we krwi, odpowiadaja-
cym wstepnemu, jest bardzo pozyteczny dla obliczen przetwarzania gli-
kozy. W tych warunkach nie potrzeba bowiem zadnych dodatkowych za-
lozen, by otrzymaé¢ predkos¢ przetworcza V,, gdyz V,=—V; wprost bez
zadnych obliczen. Ilo$¢ glikozy potrzebna do catkowitego pokrycia wy-
datkéw energetycznych w pigtej godzinie pracy i dowozu glikozy wyno-
sila, stosownie do tabl. 1, 56,4 g na m?/godz., za§ przetwarzanie 58,1 g na
m?/godz. (Rys. 7A). Byla to zgodnoé¢ dostatecznie zadowalajaca, by orzec,
ze podczas ciezkiej pracy ustréj potrafi zaspokoi¢ wszystkie swe wydatki
energetyczne wprowadzang dozylnie glikoza, przy czym, gdy utrafi¢ na-
tezenie dowozu, pracy i sprawnosci przetworczej osobnika, oplata kosz-
tow odbywa sie jak gdyby bez udzialu prawa mas-stezen, bez zadnego wi-
docznego nadmiaru czasteczek glikozy w plynach dochodzacych do ko-
morek. :

W przebiegu krzywych cukrowych podczas ciezkiej pracy istnieje
szereg wlaSciwosci podobnych jak w spoczynku. Nie tylko odnosi sie to
do pewnych cech fazy I i II osobnika P8, ale takze do dalszego przebiegu
cukru we krwi, ktéra od konca pierwszej godziny przez dalsze trzy lekko
opada, podobnie jak u osobnika spoczywajacego (Rys. 8) pomiedzy po-

Rys. 7. Dwa psy poddano jednakowo ciezkiej pracy (praca I) i réwnocze$nie do-
wozowi dozylnemu 3 g glikozy na kg/godz.

A. Pies P8 d. 5: rozczyn glikozy 19,00°%, W 8,55 kg, P 0440 m?, WO 0,291,
V, 58,3 g na m?/godz.

B. Pies P7 d. 2: rozczyn glikozy 11,96%, W 10,59 kg, P 0474 m®, WO 0,314,
V, 67,0 g na m?*/godz.

Oba osobniki réznig sie kinetyka zapoczgtkowania, uzyskang ze wszystkich do-

$wiadczen na kazdym z nich z osobna. Natomiast pozorna stala bP, oznaczona od-

rebnie dla kazdego doswiadczenia, podana w A. i B., przedstawia niewystarczajaco

zjawiska zapoczatkowania
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czatkiem drugiej a koncem czwartej godziny dowozu (o 0,59 mg na
100 ml/min.).

Doswiadczenie z rys. TA wyjasnia sie w oparciu o krzywa B rys. 5.
Zuzycie glikozy bez przecukrzenia wynosi w polowie pierwszej péigo-
dziny doswiadczenia 16,1 g na m?/godz. (cp w Tabl. 9). Wszystkie dalsze
etapy (faza II, dalsze powolne zmniejszanie sie stezenia glikozy we krwi,
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Rys. 8. U spoczywajacego psa, Carm. ()
d. 2, wprowadzono dozylnie glikoze z szyb-
ko$cig 2 g na kg/godz. (52,3 g na m*/godz.)
przez 4 godziny. W 20,8 kg, P 0,796 m?,
WO 0302. Dieta mieszana z przewagg
skrobi. Oestrus. Glikoza wydalona z mo-
czem podczas calego do§wiadczenia = 2,129,
calej iloSci wstrzyknietej. Przy Kkoncu
czwartej godziny dowozu glikozy juz nie
ma w moczu

znikniecie cukromoczu) powiek-
szaly rozmiar utajonego zuzycia
bez przecukrzenia ze stopniowym
kurczeniem sie skladowej, dziala-
jacej za posrednictwem podniesie-
nia stezenia glikozy we krwi.
Wreszcie w piatej godzinie do-
Swiadczenia wylania sie czyste zu-
zycie bez przecukrzenia w naj-
wyzszym rozmiarze mozliwym
u danego psa, przy czym znika
skladowa postugujaca sie przyro-
stem jawnym stezenia glikozy we
krwi. Zuzycie bez przecukrzenia
jest wtedy 4-krotnie wyzsze, niz
w polowie pierwszej godziny (por.
,Omoéwienie”“ — rozdz. 6).

Dane na osobniku P7 opieraja
si¢ wprawdzie tylko na 4 punk-
tach i jednej warto$ci kontrolnej
(Tabl. 7), ale sg one jednoznaczne.
W przykladzie na rys. 7B ujawnia
sie podczas pracy ulomnos¢ prze-
twoércza psa P7 w poréwnaniu
z P8:

1) Zaréwno krzywa cukru we krwi, jak i w moczu jest w ogoéle
wyzsza u P7. Czynno$¢ jego nerek zdaje sie byé¢ niezaklécona.

2) Juz w pierwszej polgodzinie doswiadczenia cukier we krwi wzrasta
wyzej, niz u P8. Przyrost ten jest tak znaczny, ze prosta przeprowadzona
przez zmiany minutowe dla rozmaitych V; przechodzi u tego osobnika
wyjatkowo przez punkt zerowy wspéirzednych (Rys. 5, krzywa C). Wsku-
tek tego nie ma on odcinka cp (Tabl. 9) zuzycia glikozy bez przecukrzenia,
pozbawiony jest zatem tego ulatwienia w usuwaniu glikozy ze krwi.

3) W bezposrednio dalszym przebiegu krzywych cukrowych posiada
blisko 1!/2 godziny trwajacy szczyt fazy I we krwi, nieregularny, dwu-
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wierzcholkowy, ale dajacy sie dobrze utozsami¢ w pierwszych 2 godzi-
nach krzywej cukromoczu jako faza niewydolno$ci przetworczej, ktora
konczy sie w trzeciej godzinie niewyrazna we krwi, lecz wybitng w mo-
czu fazg II poprawy przetwarzania.

4) Dalszy kilkugodzinpy okres powolnego spadku cukru we krwi jest
podobny u obu osobnikéw, ale u P7 mniej stromy i na poziomie
0 200 mg/100 ml wyzszym, niz u P8.

W tych warunkach na koncu pigtej godziny lgcznego wplywu pracy
i glikozy cukier we krwi u P7 wynosi 304 mg, a w moczu przez caly czas
utrzymuje sie cukromocz, gdy u P8 we krwi wystepuje poziom cukru
taki jak przed do$wiadczeniem, a w moczu nie ma cukru. U P7 iloé¢ gli-
kozy przetwarzanej nigdy nie jest réwna ilosci glikozy dowozonej, lecz
zawsze jest mniejsza od niej. Od polowy drugiej godziny kwas mleczny
narasta we krwi P7, a opada u P8.

Podobne réznice wystepujg i przy innych V; miedzy obu osobnikami.
Wynika stad jednoznacznie przewaga przetwércza psa P8. Zdaje sie ona
przede wszystkim polega¢ na tym, ze P8 posiada moznoéé przetwarzania
glikozy podczas pracy bez wystepowania przecukrzenia, podczas gdy P7
jest tego udogodnienia pozbawiony.

Powstaje zagadnienie, jak w okresie zapoczatkowania wplywa praca
na znikanie glikozy ze krwi u psa P7, skoro nie wykazuje on zdolnosci
usuwania glikozy bez przecukrzenia. Pozostaje wtedy druga skladowa
kinetyki zapoczatkowania, ktéra moze ulatwi¢ uchodzenie glikozy ze
krwi, a mianowicie, zmniejszenie kata nachylenia prostej do osi V; (krzy-
wa C na rys. 5). Stala bp (w tym przypadku juz nie bp) wynosi u P7 0,1431.
Jest wiec podobna jak dla krzywej A rys. 5, w ktérej bp wynosi 0,1459
(Tabl. 9). Zmnijejszenie kata nachylenia nie bylo jednak az tak znaczne,
by wynagrodzilo ustrojowi brak przetwarzania bez przecukrzenia.

Na P7 nie wykonano wlewan glikozy w spoczynku, nie mozna wiec
zestawi¢ ich z doswiadczeniami z praca. Nalezy jednak przypuscié, ze P7
w spoczynku posiadalby raczej wysoka przecietng staly bp, jako zwierze
gorzej przetwarzajace, np. takg jak psy Zul. i Porc. w tabl. 11 i inne [51].
Wtedy stala bp osobnika P7, réwna 0,1431, bylaby, np. w stosunku do 0,210,
wartoscig wybitnie obnizong i stanowilaby znaczne polepszenie zabiera-
nia glikozy ze krwi. Na diecie nr 1 w spoczynku przecietna stata bp, ozna-
czona wielopunktowo, wysokosci 0,1431, jest nawet dla zwierzecia o ce-
chach wzorcowych za niska (przecietna wzorcowa 0,1631).

Przy poréwnywaniu rys. 7B z rys. TA mozna postawi¢ dwa zarzuty:

1° Powierzchnia osobnika na rys. 7B jest wieksza, a wiec i dawka
glikozy jest wieksza na powierzchnie, a stad krzywe cukrowe moglyby
6
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byé¢ wyisze stosownie do [51]. Roznica byla jednak zbyt mala, by da¢
az takie wzmozenie krzywych cukrowych jak na rys. 7B.

2° Drugi zarzut jest znacznie ciezszy. Na rys. 7B zwierzg otrzymywalo
stale rozczyn glikozy bardziej rozcienczony (12%), niz osobnik na rys. 7TA
(19,00%), dlatego tez odplyw moczu na rys. 7B jest wigkszy, niz na 7A.
Na zwierzeciu z rys. 7B najpierw oznaczono przeziew niewyczuwalny
w do$wiadczeniu kontrolnym. Nastepnie wartosci przecietnej utraty wagi
ciala wskutek przeziewu wlaczono z géry w sposéb dokladny w rozczyn
wprowadzanej glikozy. W obu czesciach rys. 7 zwierzeta otrzymywaly
dodatkowo wode, lecz w 7B byla ona zawarta od razu w pierwszej péi-
godzinie w rozczynie glikozy, natomiast w 7A byla dodawana po poi-
godzinnych kontrolach stosownie do straty na wadze. W sumie jednak
niewatpliwie zwierze na rys. 7B otrzymalo wiecej wody, niz na rys. 7A.
Wykazano jednak uprzednio [49], ze przejécie z rozczynu glikozy 20,84%0
na rozezyn niemal o polowe mniej rozcienczony, 10,83%, nie wywoluje
zadnej uchwytnej zmiany w krzywej cukru we krwi i w moczu, o ile ilosé¢
wprowadzanej glikozy pozostaje taka sama; przy czym odplyw moczu
wybitnie sie zwieksza.

Odplyw moczu podczas wlewan dozylnych glikozy czasem biegnie
réwnolegle do wydalania tej heksozy (np. Rys. 8). Jednak na rys. 2 u spo-
czywajacego osobnika stopniowemu wzrostowi odptywu moczu miedzy
3 a 5 godzing towarzyszy w cukromoczu zjawisko przeciwne, a mianowi-
cie, zmniejszanie sie stopniowe wydalania glikozy. Dostrzegano to w wielu
doéwiadczeniach. Swiadezy to w obrebie pewnych granic o znacznej nie-
zalezno$ci miedzy zatrzymywaniem glikozy przez tkanki a przeptywem
wody przez ustroj.

Gdyby wskutek zwigkszenia saczenia klebkowego przy silniejszej diu-
rezie odchodzito z moczem wiecej glikozy, stezenie cukru we krwi mu-
sialoby réwnoczesnie opasé, a stezenie wzgledne hemoglobiny we krwi
obnizy¢ sie. Nie dostrzega sie tego na rys. 7B: cukier we krwi jest wy-
bitnie wyzszy, a stezenie hemoglobiny we krwi nawet wyzsze, niz na
rys. TA. Podobna zresztg wybitng przewage cukromoczu u psa P7
(z Rys. 7TB) w poréwnaniu z psem P8 (z Rys. TA) dostrzezono we
wszystkich prawie innych doswiadczeniach na obu zwierzetach, gdy juz
u obu wstrzykiwano rozczyn glikozy o jednakowym stezeniu. Nie wy-
daje sie wiec, by wieksze rozcienczenie rozczynu glikozy na rys. 7B wply-
nelo w jaki$ zasadniczy sposéb na typ odezynu, cho¢ w pierwszej chwili
moga powstaé¢ powazne watpliwoséci. Tyle dla obrony niepowtarzalnej juz
serii doswiadczen.
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7. Zalezno$é stalych zapoczatkowania od ksztaltu fazy I i II

Warunkiem poprawnego obliczenia stalych zapoczatkowania opisanym
sposobem [51] jest, by w ciggu pierwszej pélgodziny dowozu glikozy
stezenie cukru we krwi bezustannie wzrastalo lub przynajmniej, by nie
rozpoczelo opadaé¢ przed polowg pierwszej godziny, kiedy nastepuje po-
miar. Taki niezlozony przebieg zapoczatkowania wykazuje fruktoza przy
wszelkich postaciach przygotowania dietetycznego [56, 57, 58, 46, 53, 55].

Tymczasem zapoczatkowujace wysycanie glikozg jest ,,podminowane*
szeregiem procesOw (wyrzucanie insuliny, adrenaliny, noradrenaliny, glu-
kagonu i innych), z ktérych jednym, swoistym dla glikozy, jest poczat-
kowa fala stezenia glikozy we krwi, skladajaca sie z narastajacej fazy I
i opadajacej fazy II. Juz w spoczynku przy jednakowej diecie jest ona
i zmienna i wykazuje osobnicze réznice. Nawet drobna posta¢ tej fali
krzywych cukrowych zostaje przez prace zageszczona do miniaturowej
formy, w ktérej i réznica miedzy szczytem a dolem fali zmniejsza sig
i dot fazy II wystepowa¢ sie zdaje wezesniej, niz w spoczynku.

Przyklad takiej fali przedstawia rys. 7A. Niepodobna okreélié, czy
jej szczyt jest jej rzeczywistym wierzchotkiem, czy tez znajduje sie na
ramieniu jeszcze wzrastajgcym, lub tez obnizajacym sie, gdyz poszczegél-
ne punkty oznaczen byly od siebie zbyt odlegle. Oznaczenie wykonano
w 28 minut od chwili rozpoczecia dowozu. W tych warunkach nie mozna
bylo wykona¢ interpolacji na 30 minut, gdyz dalszy przebieg krzywej
nie byl jednoznaczny. W paru innych do$wiadczeniach w tej samej tabl. 6,
w ktérej znajduja sie dane z do§wiadczenia na rys. TA, poczatkowa fala
stezenia (réznica miedzy szczytem przy 30 min. a dolem przy 60 min.)
byla znacznie mniejsza (10—64 mg/100 ml) i przedstawiala mniej wat-
pliwosci.

Poniewaz w tabl. 6 wszystkie oznaczenia w polowie pierwszej godziny
dowozu pobrano po okolo 28 minutach od chwili rozpoczecia, wiec bez
zadnej interpolacji, ktéra byla drazliwa w tym przypadku, otrzymano
stala bp dla psa P8 w wysokosci 0,1580. Byla ona wyzsza, niz u innych
csobnikéw pracujacych (z wyjatkiem grupy krzywej D), a nawet doréw-
nywala niemal wzorcowej spoczynkowej statej bp 0,1631 dla 30 minut.

Na podstawie powyzszych danych niepodobna rozstrzygnaé, co ozna-
cza tak wysoka stosunkowo stala bp w 28 minucie doswiadczenia u pra-
widlowego zwierzecia, ktére wyraznie wykazuje bezprzecukrzeniowe zu-
zycie wprowadzonej glikozy podczas pracy. Mozna tylko nakreéli¢ plan
doSwiadczen, ktére nalezy wykonaé, by te i wiele innych niewiadomych
rozwigza¢. Nalezaloby wiec:

1) oznacza¢ cukier we krwi w krétkich odstepach czasu, by nie prze-
kroczy¢ szezytu fazy I;
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2) wyznaczy¢ nowy spoczynkowy wielopunktowy wzorzec dla odcin-
ka czasu, w ktérym na pewno szczyt fazy I nie zostal jeszeze przekroczony,
np. dla pierwszych 25 minut dowozu;

3) w tych samych punktach V;, dla ktérych wyksztalcono nowy spo-
czynkowy wzorzec, wykona¢ wielopunktowe oznaczenia stalych zapo-
czatkowania raz podczas pracy lzejszej, a drugi raz podczas ciezszej.

Gdyby wszystkie te oznaczenia wykonano na jednym i tym samym
osobniku, mozna by dokladnie orzec, jak zmieniajg sie stale zapoczatko-
wania w zwiazku z nasileniem pracy i co oznacza wzglednie niezmieniona
w stosunku do wartoéci spoczynkowej stala bp w obecnosci statej cp.

8. Krzywa D z rys. 5

Odznacza sie od innych wiekszym katem nachylenia do osi odcietych,
zatem stala bpr wyzsza, 0,2011 (Tabl. 9). Mimo to odchyla sie nieco na
prawo od skrzyzowania osi wspélrzednych (cp=9,0 g na m?/godz.).
Wznosi si¢ wskutek tego bardziej stromo, niz wszystkie inne. W wigk-
szosci przynaleznych doswiadczen (Tabl. 8) juz w 1 godzinie dowozu
wida¢ mniejsze wydalanie glikozy z moczem, niz w innych przy tej sa-
mej V; (Tabl. 8). Jako przyczyne wysokiego przyrostu glikozy we krwi
nalezy przyja¢ nerkowe zatrzymanie glikozy w ustroju. Wszystkie te
osobniki byly stare i latwo wyczerpywaly sie podczas pracy. Istnienie
uszkodzenia nerek zdradzalo sie u nich: a) obecnoscig bialka w moczu
juz przed do$wiadczeniem lub po pierwszej godzinie biegu, b) znacznym
uposledzeniem wydalania glikozy z moczem oraz c) wydalaniem wody,
d) zmniejszonym oczyszczaniem osocza krwi z glikozy przez nerki.

Krzywej D nie mozna poréwnaé¢ z krzywag psa Zul. [51], gdyz Zul.
miala cukromocz raczej wyzszy, niz dwa inne osobniki podobnej wiel-
kosci (Ordo., Mess.), a nie nizszy.

Jako drugi czynnik, ktéry mogt sie przylaczyé do czynnika nerkowego
i podnies¢ zmiane minutowa stezenia glikozy we krwi, nalezy podejrze-
waé uposledzone przetwarzanie glikozy u starych osobnikéw [40, 10].

9. Zestawienie

Nawet w skromnym przedstawionym materiale, ktéry niestety nalezy
nazwaé tylko orientacyjnym, udaje sie¢ przy pomocy kinetyki zapoczatko-
wania wyosobnié szereg odczynow. Najwazniejsze jest, zZe znaleziono nie-
zlozony stosunkowo klucz do ich wyodrebnienia. Mozna wiec na razie
rozrézni¢é podczas pracy (Rys. 5, Tabl. 9):
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1) prostg przechodzacg przez punkt zerowy skrzyzowania osi wspél-
rzednych; prosta posiada kat nachylenia do osi V; zmmiejszony w sto-
sunku do wzorca spoczynkowego (krzywa C);

2) prostg przesunieta na prawo od punktu zerowego, ktéra ma kat
podobny jak w doswiadczeniach spoczynkowych (krzywa B);

3) prosta odchylong na prawo od punktu zerowego, ktérg cechuje
kat nachylenia mniejszy, niz we wzorcu spoczynkowym (krzywa A); osig-
ga ona szczytowe nasilenie w krzywej E;

4) prostag, ktéra jest wprawdzie przemieszczona na prawo od punktu
zerowego, ale nachylenie do osi V; posiada wieksze, niz w spoczynku
(krzywa D).

Jezeli odezyny te utrzymuja sie w ciggu diugiego czasu, jakiego bylo
potrzeba do uzyskania szeregu doswiadczen na jednym i tym samym osob-
niku, widocznie nie sg to odczyny przypadkowe. Muszg wyraza¢ subtelne
réznice w sposobie traktowania glikozy przez pracujacy uklad miesni
szkieletowych, gdy stanowi ona jedyny pokarm dowozony z zewnatrz. Mo-
ggq wiec wywrzeé¢ swe pietno takze i na dalszym przebiegu obchodzenia sie
ustroju z glikozg podczas pracy miesniowej.

B. BILANS WODNY W OKRESIE PIERWSZYCH 30 MINUT WYSYCANIA GLIKOZA
W SPOCZYNKU I PODCZAS PRACY

Strumien samej wody, wprowadzonej wraz z glikozg w pierwszej pol-
godzinie dowozu, obejmowal znaczng skale, gdyz w spoczynku stanowil
od 0,21 do 1,94%0 wagi ciala, za§ podczas pracy od 0,21 do 2,40%. Zja-
wiska usuwania glikozy ze krwi odbywaly sie wiec podczas réwnoczes-
nego obrotu wody o znacznej rozpietosci. Ze wzgledu na to, ze roztwér
wprowadzany byl zawsze hipertoniczny, doj$¢é moglo do znacznego na-
poru osmotycznego nawet juz w pierwszej pélgodzinie dowozu i do wply-
wu na kinetyke glikozy poprzez czynnik odwodnienia. W tej mierze,
w jakiej byly dostepne odpowiednie wartosci, odtworzono obrét wody.
Omédwienie obrotu glikozy znajdzie sie w jednym z nastepnych doniesien.

1. Woda wprowadzona

Iloé¢ wody wprowadzona w ciggu pierwszej pélgodziny wlewania gli-
kozy byla podczas pracy taka sama jak w spoczynku (Rys. 9). Woda do-
wieziona wzrastata linijnie wraz z doptywem glikozy. Z jednym wyjat-
kiem (Rys. 7B) nie wprowadzano dodatkowo wody oprécz zawartej
w okolo 20% rozczynie glikozy. Z tego punktu widzenia upraszcza sie
mozno$¢ poréwnania obu grup. Podczas spoczynku dowoéz wody przekra-
czal 450 g na m?*/pét godziny (V; 211,0 na m?*/godz.), a. podczas pracy
500 g (V; 230,9 g na m*godz.).
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2. Odplyw moczu

Miedzy spoczynkiem a praca nie ma wybitnych réznic w tworzeniu
moczu podczas dowozu glikozy, ktére by sie rozciggaly poprzez calg skale
Vi (Rys. 9). Niekiedy podczas pracy zwierzeta juz w pierwszej péigodzinie
osiggnetly odplyw moczu wiekszy, niz w spoczynku na odcinku V; 150—
210 g na m?/godz. Nie moze wiec by¢é mowy o upo$ledzeniu cukrowej
diurezy osmotycznej podczas pracy na zadnym odcinku V;, a najmniej na
odcinku wysokich V;, w ktérym u jednego z pracujacych osobnikéw, P8,
przy V; 179,5 doszlo do najwyzszego pulapu, osiagalnego u psa (Rys. 9,
744 m] na m?*/p6t godz.).

Gdy V; wzrosta powyzej 210 g na m®/godz., diureza ulegla w dwu
przypadkach pracy wybitnemu zmniejszeniu: do 211 ml na m?/pét godz.
u P11 przy V; 212,7 g na m*/godz. i do 274 ml na m*/pét godz. u P5 przy
V; 230,9 g na m?%godz. (Rys. 9). Zjawisko takiej niedomogi moczopednej
jeszcze niewyjasnionego pochodzenia spotyka si¢ réwniez niekiedy w spo-
czynku we weczesnych okresach wlewania glikozy, gdy V; przerasta
200 g na m?*/godz.

Biorgc poszczegblne osobniki pod uwage, najwieksza sprawnosé mo-
czopedng w pierwszej pélgodzinie posiadajg P8 (krzywa B) i P7 (krzy-
wa C, Rys. 5). Natomiast stary osobnik P6 (krzywa D, Rys. 5) mial czesto
sprawno$¢ nieco mniejszg, niz oba te psy. Wszystkie trzy wykonywaly
prace o nasileniu I. Najmniejsze wartosci diurezy wykazywal osobnik P4
(krzywa A i E, Rys. 5), ale nie z powodu mniejszej sprawnosci wydal-
niczej, lecz dlatego, ze wykonywatl ciezsze zadanie (praca II) i mial praw-
dopodobnie wigkszy przeziew.

Zatem przy cigzkiej, ale jeszcze nie najciezszej, postaci wysitku fizycz-
nego (praca I) objetos¢ wytworzonego moczu prawie nie zmienia sie
w stosunku do spoczynku w pierwszej pélgodzinie dowozu glikozy. Do-
piero najciezsza posta¢ pracy (praca II) bardzo wyraznie obniza odplyw
moczu W rozpatrzonym odcinku czasu.

3. Ocena wody przeziewu niewyczuwalnego

Dla pracy jest to szczegblnie wazny skladnik utraty wody. Okresleniem
tym obejmuje sie warto$¢ chemicznie niejednolitg, ktéra da sie strescié
we wzorze, wyrazonym w gramach [37]:

Rys. 9. Poréwnanie niektérych danych obrotu wody w spoczynku (lewa strona) z da-

nymi podczas pracy (prawa strona). Pierwsze p6t godziny dowozu rozezynu glikozy.

Dalszy cigg danych na rys. 10. Znaki dla zwierzat pracujgcych te same co na
rys. 1, za§ dla spoczywajgcych jak w doniesieniu [51]
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Tablica 10

Strata na wadze wskutek przeziewu u pséw, bez dowozu glikozy i podczas pierwszej
godziny jednostajnego dowozu. Wartosci na m®/godz. Strata na wadze jest nie
zréznicowana, wieksza jej cze$é stanowi woda

Fiiczba Dowoz gllkozy Przezlew na godzme m?*
R sredni mini- | maxi-
Stan doc‘z"elx? | (od... do...) | Srednia{ oo " | um
g/m* godz. g g : g ‘
Spoczynek, przed dowoz:eml ‘
glikozy . - 20,1 90 | 394 |
Spoczynek, podczas dowozu ]
glikozy ‘ 11 140,3 443 334 | 66,4
(132,9 —153,6) | |
Kontrolne podczas pracy I,l '
bez dowozu glikozy ? [ — 205,2 107,8 311,8
Praca I, podczas do'wozul ‘ |
glikozy 15 115,2 203,2 110,8 290,4
‘ (19,3 —179,5) |
Praca II, podczas dowozu ‘ ‘
glikozy R o) 141,2 1878 358(7) 3136
' ' (432—2065] ‘ ‘

Niewyczuwalna strata wagi ciala=Niewyczuwalna utrata wody+Wy-
dalony CO, — Wchloniety O,. Oprocz wody bierze wiec w niej udzial wy-
miana gazowa.

Tabl. 10 zbiera w $rednich wartosciach godzinnych wyniki szczeg6-
lowe podane na rys. 9 na pél godziny. Calkowity przeziew niewyczuwalny
wedlug powyzszego wzoru u psa, spoczywajacego w temperaturze otocze-
nia 26°, wynosi 20,1 g na m?%godz. Podczas dowozu glikozy wzrasta on
przeszlo dwukrotnie, do 44 g. Natomiast podczas pracy bez wlewania
glikozy, przy temperaturze otoczenia 20°, warto$¢ otrzymana u psa spo-
czywajacego, nie karmionego dozylnie glikoza, wzmaga sie 20-krotnie, do
205 g, i nie zmienia si¢ juz wybitniej podczas zaopatrywania glikoza
w czasie pracy (203 i 188 g na m?*/godz.) (Tabl. 10).

Aby obliczyé graniczng ilo$¢ (tzn. mniej wiecej najwyzsza) wody
istotnie tracona przez przeziew niewyczuwalny oparto sie na licznych
oznaczenigch wymiany gazowej, dokonanych podczas dowozu glikozy
w spoczynku, wséréd najwyzszego utleniania glikozy, przy $redniej V;
151,0 g na m?/godz. Przyjeto, ze cala wytwérczosé cieplna zostala pokryta
przez utleniang glikoze. Zastapiono glikoza udzial niewielkich ilosci we-
wnatrzpochodnego biatka, co wprowadzilo nieznaczny tylko blad ze wzgle-
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du na réwnoczesne bialkoszczedne dzialanie glikozy. Dla przecietnej V;
151,0 g na m?/godz. przy utlenianiu 14,0 g glikozy na m?/godz. réwnanie
dla Sredniej przeziewu niewyczuwalnego dla spoczynku z tabl. 10 brzmi,
po wstawieniu istotnie oznaczonych wartosci, w g na m?/godz.:

44,3 g — Niewyczuwalna utrata wody + 20,5 g CO, — 14,9 g O..
Z tego czysta niewyczuwalna utrata wody réwna sie 38,7 g na m?*/godz.,
71,1 g glikozy na m?godz.:

Dla pracy calkowita wytwodrczos$¢ cieplng obliczono w gramach utle-
nionej glikozy (Tabl. 1) i z nich otrzymano dane wymiany gazowej. Dla
pracy I, przy przecietnej V; 145,2 g na m?/godz. i utlenianiu 60,0 g gli-
kozy na m?/godz., rownanie dla przeziewu osiggneto postaé cyfrowa:

203,2 g — Niewyczuwalna utrata wody + 88,1 g CO, — 64,0 O,. Po-
dobnie dla pracy II, przy przecietnej V; 178,6 g na m?/godz. i utlenianiu
71,1 g glikozy na m?/godz.:

187,8 g = Niewyczuwalna utrata wody + 104,3 g CO, — 75,9 g O,. Dla
obu gatunkéw pracy niewyczuwalna utrata wody wynosila wiec na
czysto 179,2 i 159,2 g na m*/godz., czyli 88,2%0 i 84,8%0 calego przeziewu.

Taki odsetek udzialu wody w przeziewie zgadza sie z wynikami w pis-
miennictwie, osiggnietymi przy ilorazie oddechowym 1,00 i wéréd utraty
35—50%0 ciepta droga parowania wody [35, 37].

W ten sposob pies ciezko pracujacy tracilby w ciggu péigodziny bli-
sko 0,5% wagi ciala w postaci przeziewu niewyczuwalnego (dokladnie
0,40—0,45%0). Obecne doniesienie nie pozwala jeszcze na ocene wzajem-
nych stosunkéw miedzy poszczegbélnymi jakosciami odplywu i zatrzyma-
nia wody w ustroju w ciggu dowozu glikozy, ale nasuwa szereg waznych
zagadnien.

4, Waga ciala

U osobnikéw spoczywajacych waga ciala przewaznie przyrastala
w pierwszej poélgodzinie dowozu glikozy (Rys. 9). Opadniecie jej ponizej
wartosci wstepnych bylo raczej wyjatkiem. Przeciwnie, przy pracy przy-
rastata niewiele lub obnizala sie w tym odcinku pracy. W stosunku do
doswiadczen spoczynkowych istnial wiec podczas pracy mniejszy zapas
wody w ustroju, niz w spoczynku. Stan ten osiggal czasem stopien rzeczy-
wistego, nie tylko wzglednego odwodnienia, co nalezy przypisa¢ gléwnie
utracie wody przez przeziew. Oprdcz tego wybitniejsze wahania wagi ciata
wystepowaly podczas pracy tylko przy wiekszych wychyleniach obje-
tosci moczu.
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5. Stopien uwodnienia osocza po poéigodzinnym wysycaniu glikoza

Od poprawnych wartosci wzglednego stezenia hemoglobiny we krwi
na rys. 10 wyodrebniono linig przerywanag grupy punktéw, w ktérych
uwodnienie osocza bylo dlatego niewystarczajace, ze z moczem i przezie-
wem odchodzilo wiecej wody, niz jej wprowadzono w roztworze glikozy
i niz moglo powsta¢ z przetwarzan, a jeszcze nie rozpoczeto wlewaé¢ do-
datkowo wody. Zachowanie sie zwierzat nie bylo jednak schematyczne
i miedzy 20 a 30 minutg dowozu zjawisko to zaznaczalo sie stabiej lub
silniej u zwierzat spoczywajacych. To byla wiasnie chwila rozpoczecia
dodatkowego dowozu wody obok rozczynu glikozy.

0240 0 & w0 wW Mo & 0 10 B0 M ma”
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Yo 7 a X Y
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Rys. 10. Dalszy cigg rys. 9. Poré6wnanie przyrostu glikozy we krwi, wyrazonego
stala bp dla spoczynku i pozorng stalg b, dla pracy ze wzglednym stezeniem hemo-
globiny we krwi (= wzgledng objetoscig osocza). Grupe dos$wiadczen ze zbyt wy-
sokim stezeniem hemoglobiny we krwi otacza linia przerywana (por. objasnienia
w tekScie). Krzywe ciggle przeciggnieto przez punkty nieobwiedzione linig prze-
rywang. Prosta ciggla dla stalych b, w spoczynku odpowiada zaréwno przecigtnej
dla tych punktow, dla ktérych przeprowadzono krzywa zwang wzorcowa, jak i dla
wszystkich 71 punktéw (b, = 0,163). Znaki te same co na poprzednim rysunku
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Przez $rednie grupowe pozostalych punktéw przeprowadzono krzywe,
ktore u osobnikéw spoczywajacych oznaczaja poprawne uwodnienie, zas
u pracujacych przecietne uwodnienie znalezione w opisanych warunkach.

Spoczynek: Krzywa stezenia hemoglobiny we krwi (Rys. 10)
spada gwaltownie przy niskich V;, gdyz woda wprowadzana w rozczynie
glikozy prawie cala zostaje zatrzymana przez ustréj, jak tego dowodzi
skapy odplyw moczu. Dlatego nie bylo nadmiernie wysokich wartosci
stezenia hemoglobiny we krwi w obszarze V; od 0—80 g na m?*/godz. Do-
piero przy dalszym wzroscie V;, od 80 g na m?*/godz. w gbre, objetosé
moczu wzmaga sie silnie wraz z V;. Pomiedzy V; 100 a 120 g na m?/godz.
tkanki pobieraja coraz mniejszy odsetek przyrostu dowozu glikozy. Gro-
madzgca sie w ustreju glikoza odchodzi wraz z wodg w coraz wiekszych
ilosciach z moczem. Spadek hemoglobiny we krwi przechodzi w koncu
w cze$¢ niemal asymptotyczng.

Praca: W grupie niedostatecznie uwodnionej, otoczonej linig prze-
rywang (Rys. 10), znajdowalo si¢ 9 doswiadczen z dawka pracy II (Tabl. 5),
wéréd nich wigkszos¢é na psie P4. Krzywa przebiega do$é réwnomiernie
o kilka odsetkéw hemoglobiny wyzej, niz w spoczynku. Mniejsze roz-
cienczenie osocza moze w tym przypadku by¢ wywolane nie tylko przez
wiekszg utrate wody, lecz réwniez i przez uruchomienie krwinek z miejsc
zalegania. Dlatego tylko z zastrzezeniami mozna przyjaé wniosek, ze pod-
czas dowozu jednakowych ilosci glikozy w opisanych warunkach zwierze
pracujgce posiadalo mniejsza objetos¢ krwi, niz spoczywajgce.

6. Wzgledna objetoS¢ osocza krwi a stala bp w okresie
zapoczatkowujacego wysycania

Stata bp w spoczynku: Niewatpliwie poprawne state bp
w polowie pierwszej godziny dowozu glikozy otrzymuje sie, gdy wzgledne
stezenie hemoglobiny we krwi znajduje sie blisko krzywej ma rys. 10
Krzywej tej od V; w gére odpowiada wzor:

Wzgledne stezenie hemoglobiny we krwi, °/0=33—? +74,4.
Dla wartosci $rednich grupowych wzoér dawal blad =+ 1,4%. Ta Scislosé
wystarczala az nadto, by oceni¢ odstepstwo stezenia hemoglobiny od
wzorca, zwlaszcza ze chodzilo tylko o grubsze odchylenia.

Gdy odchylenie wzglednego stezenia hemoglobiny we krwi siegalo
+5% w stosunku do wartosci, wyznaczonych przez réwnanie, osobniki
ujawnialy ze szczegélng ostroscia swe stale bp znamienne dla nich, co
widaé¢ u osobnikéw zbadanych dokladnie pod tym wzgledem [51] przy V;
od 86 do 176 g na m*/godz. (Tabl. 11).
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Tablica 11

U szesciu spoczywajqgcych pséw wprowadzano dozylnie znaczne ilosci glikozy i wody.
Mimo to zapoczqtkowujqce przecukrzenie, okreslone stalg bp, zatrzymalo cechy zna-
mienne dla kazdego osobnika, przy mnalezytym wwodnieniu krwi

Przeci_qtnlf wz‘z,lelr)!)le | s ;—* T : =
Joib sezecioma | Stezenia hemoglobiny |Rgsnica miedzy  Wzgledne Pizecigina stala
v ;E‘E'(: | F rre;:;l.nu | we .krm X:E;’iﬁi& s(czﬂ;‘i:-“nisnczu ‘ bll
czeh | gm/godz. | Unsleziona ] Oh]i.\czone a obliczong ‘ znalezione ! 'lllllign'lil: "l‘(,)(:wn(lllz
. et 7 A e |
| Andro. 5 | 1410 80,9 77,3 4,8 1236 | 01509
Ordo. , 7 129,8 80,5 77,5 3,8 124,3 0,1531
Mess. 4 131,1 78,0 77,4 +1,9 128,2 ’ 0,1685
Giz. 6 132,8 75,2 71,3 +4,5 132,9 ‘ 0,1607
Zul. 5 124,6 M2 |- T8 +1,2 129,5 0,2218
Pore. ;  f 1354 7,1 | 7,2 +2,9 133,1 0,2238

Réznice w stalej bp u tych 6 osobnikéw nie zostaly wiec wywolane
w zadnym wybitniejszym stopniu mniejszym lub wiekszym rozciencze-
niem osocza, lecz przede wszystkim sprawnoscia w usuwaniu glikozy ze
krwi. Natomiast stala bp uzyskana, gdy krew jest niedostatecznie uwod-
niona, jest mniej pewna. Zadnego za§ niebezpieczenstwa dla wiary-
godnosci stalej bp nie kryje nieco nadmierne rozcienczenie osocza. Przy
oznaczaniu staltej bp moze by¢ pomoca réwnoczesne oznaczanie wzgled-
nego stezenia hemoglobiny we krwi.

Pozorna stata bp podczas pracy: Tylko stalej bp mozna
bylo uzy¢, by podczas pracy poréwnaé¢ dynamike zapoczatkowania z obro-
tem wody, gdyz stala te mozna oznaczy¢ dla kazdego punktu z osobna
(por. ,Mianownictwo...”“). State bp (W przeciwienstwie do b») tworza pas
warto$ci narastajgcy tukowato z wypukloscig na lewo ku gorze (Rys. 10).
W pasie tym uwarstwiaja sie od dotu wartosci przynalezne do krzywych
A i E, ponad nimi za$§ kolejno state dla krzywych B, C i D. Nastepstwo to:
zgadza sie z kolejnoscia odpowiednich zmian minutowych na rys. 5, na
ktérym biegna one wzdluz skosnie dazgcych prostych od prawej ku le-
wej stronie rysunku. Gdy chodzi o osobniki, ktére sa przedstawicielami
danej krzywej to kolejno$¢ na rys. 10 od dolu ku gorze jest: P4, P8, P7, P6.
Taka sama jest na rys. 5 od prawej ku lewej.

Nalezy rozwazy¢ mozliwo$é, czy niskich stalych bp (takze ap i bp),
a wiec zwiekszonego usuwania glikozy ze krwi podczas pracy, nie nalezy
przypisa¢ wzglednemu (w stosunku do spoczynku) albo bezwzglednemu
odwodnieniu. Zdawalaby sie za tym przemawia¢ grupa krzywej A (P4
i inne), podczas ciezszej dawki pracy. Posiada ona najnizsze wartosci po-
zornej statej bp i zarazem wyrazne odwodnienie krwi (znaczna cze$é tych
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do$wiadczen posiada punkty obwiedzione linig przerywana). Wzgledna
objeto$¢ osocza zmniejsza sie w nich nawet ponizej 90°% wartosci wyj-
sciowej. Nastepujacy dowod przemawia za tym, ze niskie stale bp zostaly
w tych przypadkach wywolane wysilkiem mie$niowym, zuzywajacym
wiecej glikozy, a nie odwodnieniem.

W pozostatej grupie punktéw (przewaznie praca I) nie udaje si¢ w za-
den sposOb zwigza¢ wzglednego stezenia osocza krwi z wysokoscig sta-
tej bp. Wérdd nich punkty uzyskane na psie P8 nabieraja szczegdlnego
znaczenia wskutek tego, ze uwodnienie osocza bylo w nich mimo pracy
szczegblnie wydatne, tak ze doréwnywalo doswiadczeniom spoczynkowym
wzdluz ich krzywej (Rys. 10). Dane usuwania glikozy ze krwi mozna bylo
wiec u tego osobnika wprost poréwnaé¢ z doswiadczeniami spoczynkowy-
mi. Wniosek z poréwnania jest jasny. Zaréwno na rys. 10 pozorna stala
bp, a wiec nie zréznicowana wartos¢ kinetyczna, jest u P8 wybitnie nizsza,
niz nawet najnizsze b, spoczynkowe, jak i na rys. 5 krzywa B zmiany
minutowej odchyla sie bardzo wyraznie na prawo od punktu zerowego.
Przy tym jednak odchylona na prawo krzywa posiada nachylenie, a wiec
stala bp niemal takg sama. jak spoczynkowa. A wiec przy takim samym
uwodnieniu jak w spoczynku skladnik usuwania glikozy bez przecukrze-
nia wystepuje w sposéb niedwuznaczny. Na rys. 5 krzywa B stoi naj-
blizej krzywej A, a wiec wlasnie tej grupy danych, w ktérej odwodnie-
nie krwi wystepowalo najczesciej. W ten sposéb osobnik stosunkowo naj-
gorzej uwodniony (wskutek silniejszej dawki pracy, P4) i najlepiej uwod-
niony (P8) dalty nie daleko siebie stojacy zapoczatkowujacy przyrost gli-
kozy we krwi.

Nalezy wiec na razie wyciagna¢ wniosek, ze w grupie zwierzat spel-
niajacych trwale wysitki mig$niowe niewielkie wahania we wzglednym
stezeniu osocza nie graja wybitniejszej roli w kinetyce zapoczatkowujg-
cego wysycania glikoza.

7. Bilans wodny a wzgledne rozcienczenie osocza
w okresie zapoczatkowania

Sposoby badawcze uzyte w obecnym doniesieniu nie upowazniajg de
glebszego rozbioru zjawisk obrotu wody i jej rozmieszczenia w zlozonych
warunkach, jakie panowaly podczas do$wiadczen. Jedno spotrzezenie na-
rzuca sie jednak w tabl. 12, ktérg sporzgdzono na podstawie danych na
rys. 9 i 10. '

Rozcienczenie osocza krwi jest wieksze, nizby to odpowiadalo zmianie
w wadze ciala, czy to istotnie znalezionej, czy tez obliczonej na podstawie
pewnych zalozen, uwidocznionych w tabl. 12. W spoczynku nawet wtedy,
gdy waga ciala wyraZnie si¢ nie zmienia, juz krew jest nieco rozcien-
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czona. W miare jak wzrasta dowoz, powigksza si¢ nieco waga ciala, ale
niewspolmiernie silniej rozciencza sie osocze (Tabl. 12).

Podczas pracy zjawisko to wystgepuje jeszcze wyrazniej, gdyz osocze
rozciencza sie takze wtedy, gdy zwierze traci nieco na wadze. Przy wyz-
szym dowozie glikozy zysk na wadze jest mniejszy, niz przy podobnych V;
w spoczynku, i rozcienczenie osocza jest odpowiednio mniejsze.

Jezeli nawet przyrost na wadze odnie$¢ do wody, nie moze on wy-
tlumaczyé rozwodnienia krwi. Wyjasnienie lezy prawdopodobnie w mo-
zaikowym rozlozeniu wody, ktérej nadmiar we krwi jest widocznie wy-
rownywany odwodnieniem okolic pozanaczyniowych. Wloénice ukladu
krwiono$nego napelione plynem hipertonicznym jak osmometry wecig-
gaja wode z zawartymi w niej rozpuszczonymi cialami nie tylko z cze$ci
$rédmiazszowej plynu zewnatrzkomdérkowego, ale takze z wnetrza komé-
rek. Swiadezy o tym zalew ustroju potasem wewnatrzkomérkowym [48b].
Zachowanie sie réznych przedzialdw wodnych sprzyja linijnosci przy-
rostu glikozy we krwi w okresie zapoczatkowania.

OMOWIENIE

1. Ograniczenia i zalety okresu zapoczatkowania

Okres zapoczatkowujacego wysycania glikoza jest czystym przeciwien-
stwem jednostajnego podtrzymywania stezenia glikozy w ustroju na sta-
tym poziomie pomiedzy positkami i dlatego stanowi najprostszy spraw-
dzian wydolnosci urzadzen nastawiajacych stezenie glikozy we krwi.
Przedstawiony zespét doswiadczen jest pierwszym prébnym zarysem ilo-
Sciowego traktowania nieopisanych dotad zjawisk, ktére wystepujg w po-
czgtkach jednostajnego wysycania glikozg ustroju, speliajgcego ciezkie
zadania fizyczne. Okres zapoczatkowujgcy posiada swe odrebnoéci i zalety.

Zwierzeta w pierwszej pblgodzinie ciezkiej pracy sa jeszcze calkowicie
swieze. Uzyskiwane wtedy stezenia cukru we krwi (glikozy) znajduja sie
jeszcze w granicach, ktére mogg podnies$é przetwarzanie. Zaden ze spo-
sobéw obchodzenia sie ustroju z glikoza nie osigga jeszcze stanu trwatej
réwnowagi. Nie dochodzi jeszcze do dluzej trwajacego dzialania znacz-
nych stezen osmotycznych, wywolanych nagromadzeniem glikozy. Od
chwili rozpoczecia dowozu kazda jego minuta przynosi kolejno coraz to
nowe zjawiska.

2. Wyposrodkowanie maximum pracy mie$niowej wsréd jednostajnego
dowozu glikozy w danych warunkach

Obecne badania mialy by¢ zastosowaniem do pracy miesniowej sposo-
béw jednostajnego wysycania glikoza przez zyle, ktére uprzednio wy-

7
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98 M. WIERZUCHOWSKI [44]

ksztalcono dla osobnikéw spoczywajacych. Przy ich pomocy miano z jed-
nej strony w ogélnosci oceni¢ na przykladzie glikozy mozliwosé¢, sposoby
i wyniki jednostajnego karmienia dozylnego podczas naturalnej cigzkiej
pracy migéni prawidlowego, nie uspionego i nie uszkodzonego osobnika.
Z drugiej jednak strony nasuwal si¢ szereg zagadnien teoretycznych
o ogblnym znaczeniu, ktére zostang poruszone w obecnym i dalszych do-
niesieniach.

Zgodnie z tym planem nalezalo uzy¢ takiej samej skali V; jak u osob-
nikéw spoczywajacych, a wiec od 0,1—1,1 gramoczasteczki na m?/godz.,
lub nawet wiecej, jezeli takie same stezenia cukru we krwi miano osigg-
ngé. Ta cze$¢ zadania byla stosunkowo latwa do spelnienia. Natomiast
wysilek podyktowany ustrojowi wymaga omodwienia. Wysilek ustroju
winien by¢ jak najbardziej zblizony do fizjologicznego i to w warunkach,
ktére mozna by nazwaé¢ pracg psa. Bieg pod gore, jako jedna postaé
zadan, jakimi czlowiek w swej stuzbie obcigza psa, zastuguje na te nazwe.
Réwnoczesnie wysilek ten winien byé¢ najwyzszy, jaki w ciggu 5 lub 6
godzin mozna zastosowaé bez uszkodzenia zwierzecia. Chodzilo bowiem
o osiggniecie mozliwie najwiekszego odchylenia, zwigzanego z pracg, by
jej wplyw uwydatnilt sie wyraziscie w stosunku do spoczynku.

Najwyzsze obcigzenie praca ukladu migéni prazkowanych mogloby
tylko wtedy dojs¢ do pelnego wyrazu, gdyby praca zostaly objete:
1) wszystkie miesnie prazkowane ustroju i gdyby 2) czynnos$¢ ich wszyst-
kich réwnoczesnie osiggnela najwyzsze natezenie. Nalezy przypuscié, ze
w warunkach fizjologicznych, a wigc bez uzycia sztucznych czynnikéw
pobudzajacych, stan taki jest nie do osiagniecia.

Okazuje sie bowiem na wartosciach wchlaniania O,, ze przy pewnym
okreslonym gatunku pracy, dajacym sie dobrze opanowa¢ doswiadczalnie,
ktory zatrudnia SciSle okreslong mase mie$niowa, mozna otrzymaé¢ nie-
przekraczalne maximum zuzycia O,, co wykryl A.V. Hill [23] i po-
twierdzilo po nim wielu innych. Na przyktad przy biegu pod gére osigga
sie zuzycie O,, ktérego nie potrafi wyzej podnie$¢ ani wzmozenie pred-
kosci biegu, ani zwiekszenie nachylenia plaszczyzny, na ktorej bieg ku
gorze sie odbywa, a wiec dwu parametréw dajacych sie wygodnie mie-
rzy¢. Mogloby sie w ten sposéb zdawaé, ze ustréj doszedl juz do maxi-
mum swych mozliwoséci krazeniowo-oddechowych i przetwérczych. Tym-
czasem, gdy w gre wprowadzi¢ nowg mase miesniowag przez dodatkowe
uruchomienie pewnymi zadaniami ramion biegngcego osobnika, pulap
wchlaniania O,, zdawaloby sie nie do przekroczenia, posuwa sie ku nowej
linii maximum [8b, 44], ktéra tez jeszcze zapewne nie musi by¢ ostateczna.

Podc;bnego stanu rzeczy nalezy oczekiwaé¢ dla najwyzszego zuzycia
glikozy. Wprawdzie u psa podczas biegu wszystkie cztery konczyny sa
dos¢ réwnomiernie zatrudnione pracg, ktérag mozna doprowadzi¢ do
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szezytu, ale pozostajg jeszcze niektére migsnie szyi i glowy oraz grzbietu
i brzucha, ktére wprawdzie podczas biegu pod gére podlegaja pewnym
skurczom, dalekim jednak od najwyzszych.

U szczura pozbawionego trzewi brzusznych skurcze obu tylnych kon-
czyn, wywolane pragdem elektrycznym, powodowaly wigksze zuzycie gli-
kozy, wprowadzanej dozylnie, niz jednej tylnej konczyny [27]. Zwiek-
szenie masy uruchamianych miesni zwiekszalo wiec zuzycie glikozy.

Dlatego podczas biegu trwajacego szereg godzin nie mozna oczekiwaé,
by: 1) nawet w grupie mig$ni czynnych podczas biegania wysitek na mi-
nute byl najwyzszy; 2) tym mniej za$, by obejmowal on wszystkie mie§-
nie pragzkowane, a zatem stanowil pulap rzeczywiscie nieprzekraczalny.
W tym znaczeniu praca zastosowana w obecnych do$wiadczeniach nie byta
najwyzsza na minute. Na przyklad u psa biegnacego z predkoscig 11
km/godz. w biezni ustawionej poziomo wystepuje zapasé po 1,5 godzi-
nie biegu [30]. Czas ten oczywiscie skraca sie coraz bardziej w miare,
jak zwigksza sie kat nachylenia biezni podczas biegu pod gére.

Gdy jednak narzuci¢ inny parametr czasu tak, by praca trwata w cig-
gu 5 lub 6 godzin, wtedy nalezy uznaé, ze dawka pracy, zastosowana na
podstawie licznych uprzednich préb, byla przy pracy II prawdopodobnie
bliska najwyzszej mozliwej, a przy pracy I byla nieco nizsza. Okazalo sie,
ze wyprébowana dawka pracy i sposéb jej stosowania z 5 minutami wy-
poczynku na kazde p6l godziny byla zgodna z dawkami pracy najwyz-
szej, wydobytymi doswiadczalnie u psa przez innych [11].

Istnialo jeszcze jedno ograniczenie dawki pracy, z ktérym nalezalo
sie liczy¢, gdy obejmowano na jednym i tym samym osobniku caly, wy-
zej wyszczegolniony zakres V;. Wyzsze V; obarczaly uklad krazenia dodat-
kowo znaczng objetoscia hipertonicznego plynu. Mogly wiec upo$ledzié
wymiane gazowg zwierzecia, jego sprawnos$¢ migéniowa, wydajnoéé pra-
cy i doprowadzi¢ do zgubnej niedomogi krazenia. Dawka pracy musiala
by¢ tak dobrana, by nawet zwierze nie posiadajgce uzdolnien atletycznych
moglo wytrzymaé calg skale V;. Z tego punktu widzenia dawka pracy II
okazala sie zbyt wysoka, co sklonilo do zastosowania pracy I. Lecz i ta
stawala sie graniczng dla V; 190 g na m?/godz. (= 9 g na kg/godz.), gdyz
na diecie nr 1 moglo przy niej doj$é do nieodwracalnego uszkodzenia
u najlepiej nawet wyéwiczonych osobnikéw.

3. Zasadnicze zjawisko w usuwaniu glikozy ze krwi podczas pracy

U psa spoczywajacego gromadzenie sie¢ we krwi glikozy, dowozonej
dozylnie z jednostajng predkoscia, posiada w polowie pierwszej godziny
cechy wyjatkowe w poréwnaniu z dalszymi odcinkemi dowozu. Przyro-
sty glikozy we krwi (0§ y), uzyskane w pierwszych 30 minutach dowozu,
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przy réznych V; (0§ x) daja linig prosta (Rys. 11), ktéra: 1) przecina punkt
zerowy ukladu osi wspoélirzednych, 2) zalezy od wymiaréw ciala mniej-
szych, niz waga, a bliskich wymiarowi
powierzchni, 3) posiada nachylenie bp
zalezne od wielkosci drég ujscia glikozy
ze krwi [50, 51]. Nadaje si¢ wiec do la-
twych uje¢ kinetycznych. Zachowanie
to pochodzi przede wszystkim stad, ze
gromadzeniu si¢ glikozy w plynach ze-
wnatrzkomorkowych jeszcze nie prze-
ciwstawia sie w dostatecznej mierze jej
uchodzenie z tych plynéw.

Podczas ciezkiej pracy mieSniowej
wyzej opisana prosta ulega przemiesz-
czeniu (Rys. 11). Prosta, oparta na war-

1 4. - | toSciach krzywej E z rys. 5, juz nie
*{:‘ przechodzi przez punkt zerowy, lecz
e U NP WPV VAT S przecina o$ odcietych V; na prawo od
n,m"mm ';ou;; g na m¥godz punktu zerowego przy cp=—=31,1 g na
Rys. 11. Schemat na podstawie krzy- M7/80dz., za$ o rzednych ponizej zera
wej E (Rys. 5) odnosi si¢ do bardzo W punkcie ap réwnym —4,25 mg na
ciezkiej pracy mie$niowej podezas 100 ml/min. (dane z Tabl. 9). Prosta,
dowozu glikozy u psa. Zwigkszenie ki6ra z tego punktu wspina si¢ na pra-
usuwania glikozy ze krwi w zalez- - / ’
nosci od dowozu tego cukru posiada wo ku gorze, posiada stala bp=10,1367,
dwie skladowe: jedna, ktéra dziala @ Zatem mniejsza, niz $rednia bp dla 71
przy niezwiekszonym stezeniu gliko- spoczynkowych doswiadczen (0,1631).
zy we krwi, i dn.xga, ktéra zdaje sie Gromadzenie sie glikozy we krwi
::Z:te:;‘;':;ad(g:;g gzgonfzrl?f::; w okre§ie zap(.>cza‘tk0\.nania podczas pra-
cy posiada wiec dwie skladowe, ktére

istnial przed rozpoczeciem pracy i
dowozu glikozy uwidoczniono na rys. 11.

S

4. Pierwszy skladnik kinetyczny usuwania glikozy ze krwi podczas pracy,
dzialajacy przy stezeniu cukru we krwi bliskim prawidlowego

Odcinek s, (Tabl. 9, Rys. 11) wyznacza graficznie na osi V;, ile glikozy
najwyzej mogl zniesé ustréj bez wykazania przecukrzenia w danych wa-
runkach. Iloéé ta jest prawdopodobnie proporcjonalna do dawki pracy,
gdyz stale jest nizsza dla pracy I (krzywe B i D na rys. 5), a nawet moze
calkiem zaniknaé (krzywa C na rys. 5) u osobnika z wyraznie upo$ledzo-
nym przetwarzaniem glikozy (P7, Rys. 7B). Jak wykaza dalsze donie-
sienia, skladowa ta wystepuje nie tylko w okresie zapoczatkowania, lecz
réwniez w dalszych godzinach dowozu glikozy podczas pracy. Musi wige
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by¢ uznana za zjawisko prawidlowe, wystepujace przy przecietnym i sil-
nym przetwarzaniu w tkance miesniowej, a by¢ moze znikajace przy
uposledzeniu przetwarzania w miesniach.

Mozna by przypusci¢, ze rowniez bez dowozu glikozy, przy prawidlo-
wym stezeniu cukru we krwi, glikoza powinnaby by¢ usuwana z tg samag
predkoscia, znikajgc zatem w ilosci 4,25 mg na 100 ml krwi na min.
Okazuje sie jednak w badaniach kontrolnych (Tabl. 5—8) z podobng
dawka pracy, lecz bez dowozu glikozy z zewnatrz lub z dowozem rozezy-
nu fizjologicznego (Tabl. 5, 8), ze czesto cukier we krwi obnizal sie tylko
lekko, a nawet niekiedy przyrastal. Wychylenia w gére lub w dél nie
przekraczaly +0,2 mg na 100 ml/min. z jednym tylko wyjatkiem, gdy
przyrost wyniést 0,48 mg na 100 ml/min. (Tabl. 6). W ten sposéb potwier-
dza sie dobrze znane zjawisko, ze nawet bez dowozu glikozy z zewnatrz
nie przychodzi do powazniejszego niedoboru glikozy we krwi w pierw-
szej poélgodzinie wysitku. Pow6d moze byé dwojaki:

a) Albo juz bez dowozu glikozy ustr6j dostarcza mig$niom tak wiel-
kich ilosci glikozy, ze pokrywa calkowicie koszt pracy. Mozna by wtedy
przypuscié, ze ustr6j dostarcza miesniom 1,52 g glikozy na kg/godz. po
pblgodzinie ciezkiej pracy (= cp, Tabl. 9). Jezeli zadanie to spadloby na
watrobe, ktéra u spoczywajacego zwierzecia wydziela okolo 0,16 g gli-
kozy na kg/godz. byloby to podczas pracy zdziesieciokrotnienie tej czyn-
nosci.

b) Albo tez paliwem pracy sg jeszcze w dodatku inne materialy, jak
ttuszcz (por. [2, 40, 6]).

Ad a) Tworzenie glikozy przez watrobe by¢ moze podsycane przez
wydzieliny pracujacych miesni, mogloby by¢ podczas pracy wzmozone
[25]. Na przyklad wyciagi krwi i mieéni wzmagaja wchlanianie O, przez
przeplukiwang watrobe [33]. Niewatpliwie podczas ciezkich wysitkow
mieéniowych moze przyj$¢ do zwiekszenia wyrzucania adrenaliny i nor-
adrenaliny przez rdzen nadnerczy i uklady adrenergiczne oraz wzmozonej
glikogenolizy [12] i by¢ moze do innych jeszcze dzialan podobnych.

Dopo6ki stezenie cukru we krwi nie podniesie sie do pewnego poziomu,
ktéry dziala wstrzymujaco na wyrzucanie glikozy przez watrobe, nie
nalezy przyjmowaé, ze dzialalno$é ta jest wstrzymana. Tym bardziej nie
mozna tego przyjaé, gdy podczas dzialania pierwszego skladnika kinetycz-
nego stezenie cukru we krwi w ogéle nie podnosi sie ponad poziom, ktéry
panowal przed dowozem glikozy. Dlatego cp, czyli najwyzsza ilos¢ gli-
kozy jeszcze znoszona przez ustréj bez podniesienia stezenia cukru we
krwi ponad poziom wstepny, zapewne dodaje sie do tej ilosci cukru, ktérg
rownoczesnie oddaje do krwi watroba i dopiero suma obu tych wartosci
stanowi gléwny wklad ustroju do pokrycia wydatkéw pracy. Nalezy sie
jednak zastrzec, ze niewiadomo, czy wzmozony przeplyw glikozy przez
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watrobe podczas wlewania w czasie trwania pracy nie wywoluje zmian
w ilosci glikozy oddawanej do krwi, nawet wtedy, gdy stezenie glikozy
we krwi nie ulega wyraznym zmianom w stosunku do wartosci wstepnej.

Ad b) Wydatek cieplny dla pracy I, wyrazony w gramach glikozy
(Tabl. 1), wynosi okolo 60 g na m?godz., za§ dla pracy II okolo 80 g
na m?godz. Trudno przypuscié, by podczas pracy bez dowozu glikozy
(po diecie nr 1), do ktérej ustréj przystepuje z pozabialkowym ilorazem
oddechowym rzedu 0,7 lub bliskim niego [47], nawet po uruchomieniu
wszelkich dostepnych cial szeregu weglowodanowego, caly wydatek ciepl-
ny moégt byé pokryty tym rodzajem paliwa. Podczas za§ dowozu glikozy
z mierng predkoScig u szczura draznionego pradem elektrycznym wzmaga
si¢ wprawdzie zuzycie glikozy i powieksza réwnocze$nie zuzycie O,, ale
iloraz oddechowy spada w stosunku do spoczynkowego w tych stamych
warunkach [26].

Nastreczaja sie dwa tlumaczenia:

a) Albo ilos¢ dostarczanej z zewnatrz glikozy byla w tych doswiad-
czeniach zbyt mala, tak ze w sumie z réwnowaznikami weglowodano-
wymi, dorzucanymi przez sam ustréj, nie wystarczala, by ochronié¢ ttuszez
przed rozpadem. Dzialanie tluszezoszczedne weglowodanu wyraznie wy-
stepuje, np. u spoczywajacego szczura [32].

b) Albo tez wzmozona praca mieéni narzuca ustrojowi pracujgcemu
wzmozony rozpad kwaséw tluszczowych nawet w obecnosci wystarczajg-
cych dostaw paliwa weglowodanowego. Wyciagi mie$ni wzmagaja prze-
twarzanie kwasu palmitynowego w skrawkach i miazgach watroby [16].
Podczas dzialania pierwszego skladnika kinetycznego wprowadzana z ze-
wnatrz glikoza wdziera sie w $cisle zgrane dwustrumienne wewngtrz-
pochodne zaopatrzenie pracy mie$niowej, wypiera cze$¢ obu wewngtrz-
pochodnych strug podloza [1], wspélzawodniczge z nimi (,,chronigc®, ,za-
stepujac’) w zaopatrywaniu w paliwo ukladéw wyzwalajacych energie.

Najwazniejszym rysem pierwszego skladnika kinetycznego podczas
pracy jest, ze zwigkszenie usuwania dowozonej glikozy odbywa sie juz
przy prawidlowym stezeniu cukru we krwi. Zjawisko to, wyrazone
w znanych fizjologii faktach, wyglada tak, jak gdyby cialo o rozpusz-
czalnosci w wodzie takiej, jaka posiada O,, nagle zyskalo rozpuszczalnosé
CO,. Sama glikoza swych wlasciwosci w tych warunkach zdaje sie¢ nie
zmienia¢. Natomiast zjawiska rozstrzygajace zachodza w tkance mie$nio-
wej, w ktorej moga wystapi¢ dwa rodzaje zmian, utatwiajacych usuwa-
nie glikozy ze krwi.

a) W mie$niach doszuka¢ sie mozna dwu koryt naczyniowych, ze
sobg polaczonych [3]. Jedno z nich, lozysko zycia spoczynkowego, wiodlo-
by krew o malej réznicy tetniczo-zylnej zawartosci O,. Inne za$ drogi
krwionoéne, w ktérych zasiegu istniejg znaczne mozliwosci rozwiniecia
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dzialalno$ci przetworcezej, rozchylalyby si¢ w pracujacych migéniach i nio-
slyby krew o wybitnej réznicy tetniczo-zylnej zawartosci O, [4]. To
wymaganie fizjologiczne zostalo potwierdzone przez badania histofizjo-
logiczne [62]. Choé¢ organizacja tego przestawienia naczyniowego nie zo-
stala dokladnie poznana, mozna przypusci¢, ze przyczynia sie do niego
wplyw adrenaliny, ktéra podczas pracy pojawia sie¢ we krwi w wiekszych
ilosciach. Moze ona rozszerzaé naczynia obwodowe nawet wtedy, gdy
niemal nie podnosi ogélnego cisnienia tetniczego [22].

Nawet odczynowe przekrwienie wywolane bezposrednio przed rozpo-
czeciem ciezkiej pracy kilkuminutowej wielokrotnie zwigksza czas naj-
wyzszej pracy prowadzonej az do wyczerpania [36]. Przypuszcza sig, ze
przez przekrwienie wywolane tuz przed praca nie zostaja miesnie lepiej
zaopatrzone tlenem, lecz ze polepsza sie z mieg$ni odplyw niedostatecznie
utlenionych cial.

Budzi sie zagadnienie, czy rozchylenie nawet znaczne koryta naczy-
niowego w pracujgcych miesniach zwigksza powierzchnie enzymatyczng
glikokinazy wewnatrz komérek mie$niowych [9, 31]. Wedlug uzupelnia-
jacej hipotezy Helmreich’a i Cori’ego [20] dostep do wnetrza
komorki poprzez blony komoérkowe bylby wzmozony wskutek rozgrywa-
jacych sie we wnetrzu komérki nasilen przetwérczych.

b) Druga mozliwo$¢ stanowi przepuszczanie glikozy do wnetrza ko-
morki nie wskutek zwyklej dyfuzji, lecz przy pomocy nieznanego blizej
co do swej istoty procesu, w ktérym glikokinaza i fosforylacja nie stano-
wi czesci istotnej [19, 25, 39]. Proces ten, ktéry przyspiesza insulina i pra-
ca migSniowa, niezaleznie od insuliny [29, 18] poprzedzalby dzialanie
glikokinazy i doprowadzal do pojawienia si¢ wewnatrz komorki niezmie-
nionej rzekomo glikozy, na ktéra dopiero moglaby zadzialaé glikokinaza,
o ile jest sprawna i niewysycona podlozem.

Zastanawia fakt, Ze u psa, pozbawionego trzewi jamy brzusznej, wplyw
mechanizmu b) podczas skurczéw mieSniowych, wywolanych pradem
elektrycznym, nie jest wyraznie wideczny na korncu pierwszej pélgodziny.
Rozwija si¢ wyraznie dopiero po uplywie 2—3 godzin kurczenia si¢ migéni
[19]. Jednakowoz w wyosobnionej konczynie psa predkos¢ usuwania cu-
kréw z plynu przepluczynowego wzmaga sie bezposrednio po rozpoczeciu
draznienia mie$ni do skurczu [25]. A wiec jednak moznaby uwzglednié
jego wplyw juz w pierwszej pélgodzinie.

Mimo tych faktéw, ktérych tlumaczenie uzaleznia przetwarzanie gli-
kozy nie od szybkosci, z jaka dziala glikokinaza, ale od predkosci, z jakg
odbywa sie¢ przeniesienie glikozy do punktéw czynnych glikokinazy, jed-
nak ostatecznym kresem dzialalno$ci przetworczej tkanek wobec glikozy
jest praktycznie biorac calkowite obsadzenie glikokinazy czasteczkami gli-
kozy, a nie ograniczenie w przeprowadzaniu glikozy do ich wnetrza [38].
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W ten sposéb w Swietle nowych faktéw doznaje potwierdzenia stan daw-
niej opisany na nietknietym zwierzeciu i nazwany cukrzyca z nadmiaru,
jako kres czynnosci przetworczej, ktéry sie zjawia nawet w obecnosci
znacznych ilosci insuliny [47].

Gdyby we krwi tetniczej cukier wzrastat wybitnie, a réznica tetniczo-
-zylna byla znaczna, stezenie cukru we krwi zylnej mogloby sie znalezé
na poziomie, jaki istnial przed dowozem. W ten sposéb pierwszy skladnik
kinetyczny, wchlaniania glikozy bez przecukrzenia, oceniany w obecnym
doniesieniu jedynie na podstawie badania krwi zylnej, bylby tylko pozorny.
Tak nie jest. Réwnoczesne pomiary stezenia cukru we krwi tetniczej
i zylnej podczas pracy i dowozu glikozy wykazaly, ze nie ma zasadniczych
zmian w réznicy tetniczo-zylnej cukru we krwi miedzy spoczynkiem
a praca. Najwidoczniej wzmozony obro6t glikozy odbywa sie kosztem po-
mnozonego przeplywu krwi przez narzady, a nie kosztem zwiekszenia
iloéci mg glikozy usuwanych ze 100 ml krwi przez tkanki. Zatem pierw-
szy skladnik kinetyczny istnieje zapewne w obu gatunkach krwi w po-
dobnej postaci.

5. Drugi skladnik kinetyczny wzmozonego usuwania ze krwi glikozy
dowozonej podczas pracy, ktéry sie zjawia przy przecukrzeniu krwi

Azeby uwidocznié udzial drugiego skladnika, nalezy (Rys. 11) nakre§lié
réwnolegla do krzywej spoczynkowej w ten sposéb, by przeciela ona ten
sam punkt na osi odcietych, przez ktéry przechodzi krzywa pracy. Wtedy
miedzy prosta pracy a prosta réwnolegla do linii spoczynku ukazuje sie
wycinek, nazwany drugim skladnikiem. Jest on znacznie mniej wyrazny,
niz pierwszy, a nawet moze sie wydaé watpliwy przy mniejszych nasile-
niach pracy i przy nizszych V;. Jednak na krzywej E z rys. 5 skladnik ten
wystepuje wyraznie w poréwnaniu ze spoczynkows przecietng dla 71
doswiadczen (Rys. 11). Cechuje sie tym, ze stanowi staly odsetek spoczyn-
kowej zmiany minutowej.

Drugi skladnik kinetyczny mozna wyrazi¢ kilku sposobami. Najwy-
godniej okresli¢ go réznicg miedzy spoczynkowsq stalg bp a stalg by pod-
czas pracy. Np. dla rys. 11 réznica miedzy przecietng stala bp w spoczynku
(0,1631) a bp ciezkiej pracy (krzywa E, Tabl. 9, bp=—0,1367) wynosi
0,0264, czyli kazdy 1 g glikozy wprowadzony na m?/godz. powyzej V;=cp
podnosi podczas pracy stezenie glikozy we krwi o 0,0264 mg w 100 m]
na min. mniej, niz w spoczynku.

Mozna go tez wyrazi¢ dla pewnej okreslonej V;, jako réznice miedzy
spoczynkows zmiang minutowsa stezenia cukru we krwi, pomniejszona
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o ap, a zmiang minutowsy dla tej samej V; podczas pracy (4U = przyrost
usuwania):

AU = (AC} '/t dla spocz. — prp)—(AC‘,:',;”'/t dla pracy). (5)
Wynik bedzie erazony w mg na 100 ml/min. Bedzie oznaczal, o ile mg
zmiana minutowa podczas pracy bedzie nizsza, niz w spoczynku. Obli-
czenie tegoz skladnika dla jakiejkolwiek V; w takich samych jednostkach
brzmi:

1U == |[(Vi—c¢p) - bp| — [(Vi— cp) - bp],
AU = (V;— cp) - (bp— bp). (6)

Wszystkie te obliczenia daja sie oczywiscie zastosowaé tylko, gdy istnieje
przecukrzenie.

Gdy zatem dowéz glikozy do krwiobiegu zostal podprowadzony do
punktu cp, przy ktérym teoretycznie réwnowazy sie on dokladnie z odej-
Sciem ze krwi 4,25 mg glikozy na 100 ml krwi na min. (dlatego wtasnie
nie przychodzi do przecukrzenia krwi), wtedy dolacza sie drugi skladnik
kinetyczny (Rys. 11). Widocznie ulatwienia odcukrzajgce krew do linii
poziomu wstepnego doszly do wysycenia, Wsréd wzmagajgcego sie gro-
madzenia glikozy we krwi drugi skladnik kinetyczny zwieksza dalej od-
pltyw glikozy, ale nie wybuchowo i zaborczo, jak czyni to skladnik pierw-
szy, lecz réwnomiernie o 16% poprzez calg dalszg skale V;, objetg krzy-
wg E pracy na rys. 11. W mierze bezwzglednej im wieksze wywolane
przecukrzenie, tym wyrazniejszy staje sie ten skladnik na rys. 11. Na
przyklad, dla V; 50 g na m?%godz. wynosi on zaledwie 0,5 mg na
100 ml/min., czyli taka tylko jest réznica w obliczeniu:

AU = [(Vi—cp) - 0,1631] — [(V;—cp) - 0,1367],

gdy V; wynosi 50 g na m?godz., a ¢p 31,1 g¢ na m?/godz. (Tabl. 9 dla krzy-
wej E). Ale w miare jak V; wzrasta do 100, 150 i wreszcie do 200 g
na m?/godz., wtedy skladnik drugi powieksza sie do 1,8 mg, 3,1 mg
i w konicu do 4,5 mg na 100 ml?/min. Potrzebny jest dow6z az 192 g glikozy
na m?/goedz., by skladnik drugi osiaggnat taka samg wysoko$é, jaka po-
siada skladnik pierwszy, a mianowicie, 4,25 mg na 100 ml/min.

Co prawda przyklad na rys. 11 jest krancowy i dotyczy krzywej, ktora
jest niejako gérna granicg obu skladnikéw w obecnych do$wiadczeniach.
Skladnik drugi jest obecny réwniez w zespole do$wiadczen, przez ktére
przeprowadzono krzywa A (Rys. 5, Tabl. 5), a ktére maja stala bp 0,1459.
Jest on prawdopodobnie cecha dojrzalego, w pelni sprawnego ustroju,
a wiec takiego, jaki posiadaly psy z grupy 71 doswiadczen spoczynkowych.
Skladnik ten nie zostaje wywolany wieksza ,,przepuszczalnoscig‘ nerek
dla glikozy, gdyz ilo$é glikozy w moczu stoi w tej grupie danych w takim
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samym stosunku do glikozy we krwi jak w doswiadczeniach spoczynko-
wych (por. dalsze doniesienia). 7

Obecnosé skladnika drugiego jako jedynego mozna stwierdzi¢ takze
w zespole krzywej C z rys. 5 (Tabl. 7), ktérej stala bp wynosi 0,1431,
a prosta przechodzi przez zero. Nie mozna go odszuka¢ w grupie krzy-
wej B zrys. 5 (Tabl. 6), gdyz stala bp tej grupy (Tabl. 9) jest wyzsza (0,1580)
z tego powodu, ze préobki krwi pobrano po 28 min., a nie po 30 min. trwa-
nia do$wiadczenia. W krzywej D rys. 5 stala bp jest wybitnie wyzsza
(0,2013), niz u innych, gdyz sa to wyniki uzyskane u osobnikéw starych
ze zmianami nerkowymi, co jednak nie przeszkodzilo w pojawieniu sie
w nich niewielkiego skladnika pierwszego. Nie jest jednak wykluczone,
ze 1 osobniki, z ktérych uzyskano krzywa D wykazalyby wyrazny sktad-
nik drugi, gdyby wykonano na nich poréwnawczo takze doswiadczenia
spoczynkowe. Moglyby one bowiem wtedy daé¢ stalg bp wyzsza, niz uzy-
skana podczas pracy, a wtedy stala bp podczas pracy bylaby nizsza,
cho¢ w poréwnaniu z wzorcowymi spoczynkowymi do$wiadczeniami by-
taby jeszcze wysoka.

Ocenione na pierwszy rzut oka wlasciwosci obu skladnikéw zdaja sie
by¢ odmienne. Przede wszystkim skladnik pierwszy posiada¢ moze wy-
bitne natezenie, nawet przy niskim dowozie glikozy. Nie wymaga wiec
poréwnania ze spoczynkowymi warto$ciami. Jest wyrazny, niedwuznacz-
ny, gdyz wystepuje przy niepodniesionym stezeniu cukru we krwi. Jezeli
jest zalezny od prawa mas-stezen (nawet najmniejsze iloSci glikozy we krwi
muszg przeciez temu prawu podlegaé¢), musi to byé zalezno$é bardzo czula,
tak Ze juz nieznaczna zmiana w stezeniu doprowadza do znikania po-
waznych ilosci glikozy (por. podobienstwo do parcia CO,). Natomiast
skladnik drugi bardzo skapy i trudno dostrzegalny dziala przy jawnie
zwiekszajacym sie stezeniu glikozy we krwi.

Niekoniecznie jednak to malo wyrazne zwiekszenie odplywu glikozy
w zwigzku z pracg ze krwi przecukrzonej nalezy uzna¢ za jedyny sposéb
przysporzenia paliwa miesniom w obecnosci jego nadmiaru. Znaczna sto-
sunkowo chlonnosé tkanki miesniowej dla glikozy, jaka objawiaja miesnie
podczas pracy bez przecukrzenia w pierwszej poigodzinie moglaby wzma-
gaé sie przy wystapieniu przecukrzenia w znacznie wiekszym stopniu,
niz na to wskazuje skladnik drugi. Miesnie ciezko pracujace zagarnialyby
znaczng ilo$¢ glikozy, odbierajgc ja innym narzadom. Wtedy oznaczonym
stezeniom wzrastajacego cukru we krwi odpowiadaloby zupelie odmien-
ne rozmieszczenie wprowadzanego podloza pomiedzy narzady, niz to sie
dzieje w spoczynku. Narzady ciezko pracujace bylyby w uzyskaniu gli-
kozy uprzywilejowane tak, jak sga uprzywilejowane w udziale w nich
krazenia, doplywu O,, odplywu przetworzyn itd. Istnialoby ono nie tylko
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bez przecukrzenia, jako sktadnik pierwszy, ale takze podczas przecu-
krzenia.

Gdyby jednak tak bylo i usuwanie glikozy przez migs$nie przy prze-
cukrzeniu w pierwszej pdlgodzinie dowozu i pracy bylo nieproporcjonal-
nie wigksze, niz innych narzadéw, musiatby takze cukier we krwi spasé¢
znacznie wiecej, niz to odpowiada skladnikowi drugiemu. Dlatego raczej
nalezy przypusci¢, ze zasadniczg przewage tkanki mie$niowej w usuwa-
niu glikozy ze krwi daje tylko sktadnik pierwszy i to juz bez wystapienia
przecukrzenia. Skladnik drugi powieksza usuwanie tylko w stosunkowo
malym stopniu.

Ostateczne rozstrzygniecie, w jakiej mierze skladnik drugi istotnie
zachodzi, daloby wykonanie wielopunktowych oznaczen gromadzenia sie
glikozy we krwi w czasie okresu zapoczatkowania u jednego i tego samego
osobnika w spoczynku i podczas pracy. Tego dotad nie uczyniono.

Podany zesp6l do$wiadczen nie pozwala ocenié, czy skladnik drugi
zalezy od natezenia pracy, czy zatem przy przecukrzeniu usuwanie jest
tym wigksze, im praca jest cigzsza. Nie pozwala réwniez na wnioski co
do rodzaju sil, ulatwiajacych znikanie glikozy ze krwi podczas pracy
miesniowej.

6. Rytm przystosowania zaczynowego na tle kinetyki zapoczatkowania
podczas pracy

Juz w pierwszych doniesieniach o przetwarzaniu heksoz wprowadza-
nych jednostajnie dozylnie podczas wysitkow fizycznych wykryto, ze
ulatwienie przetwoércze usuwania dowozonej glikozy przez miesnie pra-
cujgce da sie wyraznie oddzieli¢c od zwiekszenia zuzycia glikozy, cechu-
jacego faze II [13, 52], tak znamiennie wystepujacego réwniez w spoczyn-
ku [46, 56, 57, 58, 47]. Obok wszelkich innych zjawisk kinetycznych
nalezy sie liczy¢ w poczatkowym okresie dowozu glikozy z procesem przy-
stosowania sie enzymatycznego do glikozy z zewnatrz dostarczanej. Orga-
nizacja enzymatyczna zdaje sie by¢ nastawiana przez czeste wzmaganie
sie stezenia glikozy w zyle wrotnej w zwiazku z posilkami [24]. Wybiér-
czo$¢ tego procesu jest tak znaczna, ze nawet gdy szczurowi wprowadzaé
w pokarmie przez pare dnj fruktoze, jako wylaczny weglowodan, ustréj
jego traci przystosowanie enzymatyczne do glikozy [24]. Utracie przysto-
sowania towarzyszg istotnie zmiany w dzialalno$ci enzymatycznej tka-
nek [45].

Gdy po dluzszej przerwie w dowozie cial podtrzymujacych adaptacje
enzymatyczng do glikozy (np. po 10-dniowym glodzie), wprowadza¢ do-
zylnie jednostajnie glikoze, otrzymuje sie po pewnym okresie wlewania
polepszenie sie zuzycia wprowadzanej glikozy. Mozna w nim wyodrebnié
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dwa kolejno po sobie nastepujace okresy, widoczne z protokolow doswiad-
czen dawniej uzyskanych [46]:

a) Okres czesciowego, szybszego polepszania przetwarzania: Krzywe
cukrowe (we krwi i w moczu) z poczatku podnoszg sie stopniowo az do
szezytu, ktéry wystepuje po okolo 7 godzinach dowozu glikozy (faza I).
Nastepnie krzywe cukrowe opadajg w ciggu okolo 8 godzin, co mozna
nazwa¢ faza II. Po fazie II krzywe cukrowe nie osiggaja jednak jeszcze
poziomu, ktéry cechuje ustréj zaadaptowany do przetwarzania glikozy.
(Oznaczenie faz jest nieco odmienne, niz niegdys zastosowane, gdyz na-
owczas [46] nazwano faza I to, co obecnie nosi miano fazy I i IL)

b) Okres dalszego powolnego polepszania sie przetwarzania: Podczas
dalszego jednostajnego dowozu glikozy po 10-dniowym glodzie powoli,
w ciggu dni, wéréd falowan krzywe dalej opadaja, ale znacznie wolniej,
niz w okresie fazy II. Powrét do przetwarzania pelnego po glodzie mimo
podawania glikozy trwa szereg dni [8a].

Ten dwuokresowy przebieg polepszania sie zuzycia glikozy nalezy, by¢
moze w znacznej mierze, przypisa¢ adaptacji enzymatycznej i po glodzie,
okres a) zwlaszcza, nie przedstawia watpliwosci. Niewatpliwie oba okresy
moga by¢ powigzane z dzialaniem hormonéw i wzajemnym wplywem na
siebie dzialarni hormonalnych i adaptacji, co nalezy podkresli¢.

Wykazano [46, 47], ze przy stopniowo wzrastajacym dowozie weglo-
wodanéw i bialka w diecie, poprzedzajacej jednostajny dowéz glikozy,
mozna W sposéb ciagly przeprowadzié u spoczywajgcego psa ciezkg postac¢
odczynu, znamienng dla ,cukrzycy glodowej“ poprzez wszystkie ksztalty
posrednie az do najlzejszych form fazy I i II (tzn. bardzo krétko trwaja-
cych i o malym nasileniu), jakie pojawiaja sie po diecie nr 1 lub nr 3
w obecnych badaniach. W tych dwu dietach weglowodan stanowil obfite,
choé¢ nie jedyne, zrodlo ciepla, a w diecie nr 1 tluszcz bral udzial w wy-
sokosci 40°% [51]. Ostatni posilek podawano na 24 godziny przed do-
Swiadczeniem. Zwierze moglo wiec wykazywaé¢ niewielkie postaci utraty
przystosowania zaczynowego do przetwarzania glikozy. Jak wykazano,
fruktoza posiada odmienny przebieg procesu przystosowania zaczynowego
[46, 56, 57, 58, 55, 53, 61, 59], w ktérym nie wystepuje faza I i II. Galaktoza
w obranych warunkach przygotowania dietetycznego zdaje sie nie wy-
kazywaé w ogole przystosowan enzymatycznych [46, 56, 57, 58, 54, 60].

W obecnych badaniach przebieg poprawy przetwarzania podczas spo-
czynku widaé na rys. 8 (przyklad niezbyt wzorowy, gdyz zwierze mialo
ruje, ale w okresach miedzyrujowych spotykano podobne odczyny). Pierw-
szgq skladowa, szybko przebiegajaca, stanowi faza II, trwajaca do 20 mi-
nuty drugiej godziny dowozu glikozy, dostrzegalna we krwi i w moczu.
Druga skladowa, powolna, trwa do konca dowozu glikozy i polega na
powolnym, jednostajnym opadaniu krzywych cukrowych. Na czeséci spo-
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czynkowej rys. 2 cze§¢ szybsza trwa do polowy trzeciej godziny wlewar
nia glikozy i jest widoczna we krwi i w moczu, cze$¢ dalsza, powolna,
objawia sie tylko w spadku cukromoczu. We krwi spadek nie jest wyraz-
nie dostrzegalny.

Podczas pracy wystepuja szczegélnie wyraznie dwie skladowe popra-
wy przetwarzania glikozy na rys. TA. Szybsza skladowa, w postaci fazy II,
trwa do konca pierwszej godziny pracy i dowozu glikozy. W ciagu
dalszych 4 godzin doswiadczenia zarysowuje sie powolniejsza skladowa,
ktoéra jest podobna jak dla spoczynku na rys.8. Na rys. 7B nie uwydatnia
sie wybitniej skladowa szybsza (faza II); w spos6b zamazany zdaje sie
ona przechodzi¢ w skladowa powolng. Na rys. 2, w czesci odnoszacej sie
do pracy, obie sktadowe maja stabe natezenie: faza II konczy sie przy
koncu pierwszej godziny pracy i dowozu, poczem w ciagu czterech godzin
zaznacza sie skladowa powolna. Na rys. 6 wystepuje wyraznie tylko skla-
dowa szybka w postaci fazy II, trwajacej do konca pierwszej godziny
dowozu, natomiast skladowej powolnej nie mozna sie doszukac.

Na podstawie samego tylko podobienstwa przebiegu krzywych cukro-
wych podczas pracy i w spoczynku, w czeSci odnoszacej sie do skladnika
powolnego, nie podobna jeszcze wnosi¢ o tozsamosci proceséw, ktérych
sg one odblaskiem. Powolna skladowa poprawy zuzycia glikozy moze mie¢
podczas ciezkiej pracy odmienne pochodzenie, niz w spoczynku, lub moze
zostaé przyslonieta przez inne procesy. Podczas pracy wystepuje bowiem,
jako dodatkowy czynnik, potegujace sie ulatwienie dojscia glikozy do
wnetrza komoérek mieéniowych. Réwniez przebieg zaopatrywania ustroju
w hormony moze by¢ zmieniony. Nawet zarys szybkiej skladowej pro-
cesu adaptacji (faza II) ulega zmianom. Zjawiska wymagaja wiec dal-
szego rozbioru.

Zarys szybkiej skladowej procesu adaptacji, skrécony podczas pracy,
wystapitby wyrazniej, gdyby oznaczenia cukru we krwi i w moczu wy-
konywano w czestszych odstepach czasu. Wtedy moznaby dokladniej
uchwycié szezyt i dét fali cukru we krwi i w moczu, jak uczyniono to
na rys. 8. Oznaczenia, wykonane co p6l godziny podczas pracy, jak
w tabl. 5—8, pozwalaja tylko na przyblizong ocene réznicy miedzy
szczytem fazy I a najnizszym punktem fazy II. W tablicach tych wyste-
puje wyzsze stezenie cukru we krwi w polowie pierwszej godziny pracy
i dowozu glikozy, niz przy koncu tej godziny, gdy dowéz glikozy nie do-
chodzi do zbyt wielkiego natezenia. W réznicy tych dwu pozioméw cukru
we krwi udaje sie¢ stwierdzi¢ wazne zjawisko. Tylko wtedy mianowicie
opada (lub nie wzrasta) stezenie cukru we krwi przy koncu pierwszej
godziny pracy i dowozu, gdy stezenie uzyskane po pierwszych 30 minu-
tach, a wiec w okresie nazwanym okresem zapoczatkowania, nie prze-
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kracza poziomu, wysycajacego uklady enzymatyczne heksokinazy w obec-
nosci insuliny. Wida¢ to z nastepujacych spostrzezen:

Za kres wystepowania fazy II podczas pracy uznano taka najwyzsza
predkos¢é dowozu i takie najwyzsze stezenie cukru we krwi, przy ktérym
warto$¢ przy koncu pierwszej godziny dowozu byla juz niemal taka sama
jak w polowie pierwszej godziny. W ten spos6éb faza II znika w tabl. 5
przy okolo 600 mg/100 ml (V;==166,3 g na m?/godz.), w tabl. 6 przy okolo
700 mg/100 ml (V;==135,5), w tabl. 7 przy okolo 600 mg/100 ml (V;=
=114,0) i w tabl. 8 przy okolo 600 mg/100 ml (V;=101,8).

Juz predkosci dowozu, ktére sie przy tym objawiaja, posiadaja wy-
mowe przez swe stopniowanie. Podczas pracy II (Tabl. 5) zréwnanie obu
pozioméw cukru we krwi (polowa i koniec pierwszej godziny dowozu)
odbywa sie przy najwyzszej V; (166,3), za§ przy pracy I (Tabl. 6) przy
V;==135,5, a wiec przy predkosci dowozu jeszcze dos¢ wysokiej. Nato-
miast w tabl. 7 u psa P7 (ktérego zmiana minutowa w stosunku do V;
przechodzila przez skrzyzowanie osi) zréwnanie obu pozioméw wystgpilo
przy V; 114,0. Wreszcie u najgorzej przetwarzajacych i wydalajacych gli-
koze osobnikéw z tabl. 8 (krzywa D Rys. 5) V; wynosi zaledwie 101,8 g
na m*/godz. W ten sposéb przy znikaniu fazy II grupy osobnikéw lub
poszczegoblne osobniki ustawiajg sie w takg samg hierarchie, jaka istniala
juz podczas okresu zapoczatkowania.

Gdy kres wystepowania fazy II zostaje przekroczony, glikoza we krwi
przy koncu pierwszej godziny juz tylko powolniej lub szybciej wzrasta,
zaleznie od V;. Podobnie dzieje si¢ zreszta i w spoczynku [47], tylko dno
fazy II czesto zachodzi pdzniej, niz przy koncu pierwszej godziny. Znik-
nigcie fazy II nie jest zresztg ostre. Mozna bowiem dostrzec jeszcze przy
nieco wyzszych V;, niz te, ktére doprowadzajg do kresu fazy II, ze od
polowy do konca pierwszej godziny dowozu stezenie cukru we krwi pod-
nosi sie¢ lagodniej, niz w dalszych [47]. Oznacza to, ze poziom graniczny
cukru we krwi, przy ktérym zaciera si¢ faza II nalezaloby przesunaé
nieco powyzej 700 mg/100 ml.

7. Poré6wnanie i zespolenie mechanizméw przetwércezych

Przedstawione wyniki pozwalaja na rozwazenie dwéch tylko urzadzen
przetwoérczych sposréd wielu, ktére wystepuja podczas pracy i dozylnego
karmienia glikozg z r6znymi predkosciami:

a) Pierwsze z nich to skladniki kinetyczne usuwania glikozy przez
pracujace miesnie i przez uklady stojgce z nimi w zwigzku.

b) Drugimi sg skladowe procesu adaptacji enzymatycznej do prze-
twarza glikozy, sprzezone z dzialalno$ciag hormonéw, a przede wszystkim
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insuliny, ktérej wydzielanie i wyrzucanie do krwi zapewne powieksza sig
w miare trwania doplywu glikozy z zewnatrz.
Podobienstwa i réznice obu tych wysoce zresztg zltozonych dziatan sg

nastepujace:

Badana cecha

Skiadniki kinetyczne
zwigzane z pracg
(cp)

Szybka skladowa adaptacji
enzymatycznej (faza II)

Poziom i spo-
s6b dzialania

Umiejscowienie
w narzgdach

Przebieg

procesu

Wobec insuliny

Inne
podloza:
fruktoza

Skiladnik c, (skladnik drugi?)
polega na ulatwieniu dostepu
glikozy poprzez ,blony“ ko-
moérek mig$niowych do ich
wnetrza, zanim zadziala hek-
sokinaza. Ostatecznym kresem
dzialania jest jednak pelne
obsadzenie heksokinazy przez
podloze, Ponizej granic wy-
sycenia mechanizm niejasny
21, 42].

Migsnie szkieletowe

Zaczyna dziala¢ od pierwszej
chwili pracy i jest rozwiniety
wyraznie po pierwszej poélgo-
dzinie pracy.

Niezalezny od insulny, do-
daje si¢ do jej dzialania [29,
19].

Nie ma wplywu na usuwanie
fruktozy ze krwi [13, 52, 19,
25].

Zespdél enzymatyczny hekso-
kinazy. Faza II gubi sig, gdy
stezenie glikozy we krwi prze-
kroczy obszar wysycenia en-
zymu podlozem,

Dziala w calym ustroju, ale
glownie w watrobie, ktérej
komoérki zdajg sie nie posia-
da¢ wurzadzen zmieniajgcych
przepuszczalnosé komoérek
przed zadzialaniem heksoki-
nazy [5].

Poczyna dzialaé wyraznie do-
piero po okolo poélgodzinnym
dowozie (faza II).

Nie zalezy od insuliny, ktéra
polepszajaco wplywa na prze-
twarzanie podczas fazy I, ale
pogarszajaco podczas fazy II,
az do wysycenia enzymatycz-
nego [56, 57, 58, 46, 43].

Powyzej tej granicy insulina
zwieksza tylko ,przestrzen®,
w ktoérej rozmieszcza sie gli-
koza (nie ogloszone) [38].

Adaptacja do fruktozy jest co
do nasilenia podobna jak do
glikozy. Ale fruktoza nie daje
poczgtkowego wychylenia fa-
zowego Kkrzywych cukrowych

111

| (fazy II) [56, 57, 58, 46, 53]

Kolejnos¢ zjawisk w ciggu pierwszej godziny dowozu glikozy i pracy
przedstawia sie jak nastepuje:

1) W okresie zapoczqtkowujgcym (pierwsze 30 minut) dziala najpierw
pierwszy sktadnik kinetyczny pracy, poczem przylacza sie drugi. Ale
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enzym w pewnej mierze nie jest jeszcze zaadaptowany. Glikoza wchodzi
do wnetrza komoérek migsniowych, ale nie moze jeszcze by¢ w pelni prze-
ksztalcana w tej mierze, w jakiej sie przedostaje. Dochodzi wiec do gro-
madzenia sie jej w plynach zewnatrzkomérkowych w postaci narastania
fazy I. Ustréj odnosi jednak pewna korzy$¢ ze zwiekszonego wciska-
nia sie glikozy do wnetrza komoérek wskutek dzialania pracy, czego wy-
nikiem jest zuzycie tego cukru bez dzialania przecukrzenia. Zapewne
w zwigzku z brakiem pelnej adaptacji przychodzi do linijnego wzrostu
stezenia cukru we krwi, gdy zwiekszony dostep do komoérek zostanie za-
spokojony. Przecukrzenie moze jeszcze bardziej ulatwié¢ ucieczke glikozy
ze krwi do mieéni.

2) W drugiej polowie pierwszej godziny: na powigkszajace sie dzia-
lanie obu skladnikéw kinetycznych zwigzanych z praca naklada sie szyb-
sza skladowa procesu adaptacji, przyspieszon-a nieco przez prace. Dopiero
wigec w pewien czas po otwarciu blon komérkowych dla glikozy w zwigz-
ku z praca rozwija sie peina czynno$¢ enzymatyczna. Gdy dowoéz glikozy
zostanie doprowadzony do predkosci, ktéra wysyca czynne punkty enzy-
mu, wtedy ulatwienie przetwdrcze osiaga szczyt. Jest on sumg polep-
szenia pracy enzymatycznej przez szybszy skladnik adaptacyjny i tych
ulatwien przetwérczych, ktére daje praca migesniowa.

Zmiany w przebiegu fazy I i II podczas pracy, a mianowicie zmniej-
szenie bezwzglednej wysokosci szezytu fazy I, przyspieszenie wystapienia
najnizszego punktu fazy II i zmniejszenie réznicy miedzy szczytem fazy 1
a dnem fazy II mozna przypisaé:

a) pierwotnemu zadzialaniu pracy miesniowej u zrédel powstania
fazy I i II w odcinku ukladu mieéni szkieletowych w postaci np. przy-
spieszenia utworzenia odnos$nych enzymoéw, co jest moze mniej praw-
dopodobne;

b) wtérnemu wplywowi obu sposobéw przyspieszonego usuwania gli-
kozy ze krwi podczas pracy na niezaleznie powstale wychylenie krzywych
cukrowych, wywolane procesem adaptacji (mozliwosé bardziej prawdopo-
dobna);

¢) splotowi obu czynnikow.

WNIOSKI OGOLNE

Podczas pierwszej poélgodziny ciezkiej pracy mieéniowej wzmozone
znikanie glikozy ze krwi daje sie rozbi¢ na dwa odrebne procesy:

Pierwszy z nich moze si¢ odbywa¢ przy prawidlowym stezeniu glikozy
we krwi 1 nie ustaje przy stezeniach wyzszych. Pozornie przynajmniej
zdaje sie nie podlega¢ prawu mas-stezen.
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Drugi natomiast zalezy wylacznie od stezenia glikozy we krwi, a za-
tem prawu mas-stezen w pelni podlega. Przeciwnie niz poprzedni, przy
mniejszych stezeniach glikozy we krwi malo widoczny, poteznieje przy
wyzszych i wreszcie natezeniem doréwnywa pierwszemu.

Nawet wybitne wzmozenie czynnosci mieéni szkieletowych i zuzycia
przez nie glikozy nie wstrzymuje wystgpienia w ustroju procesu adaptacji
enzymatycznej do tego podloza.

Niniejsze doniesienie przygotowano do druku dzieki zasitkowi udzie-
lonemu przez Wydzial VI Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk.

STRESZCZENIE

Zasady kinetyki zapoczatkowujgcego wysycania zastosowano do ciez-
kiej pracy miesniowej pséw (9 ) biegnacych pod gére w biezni obrotowej,
ktorym przez zyle wprowadzano jednostajnie glikoze z zastosowaniem
rozleglej skali predkosci dowozu (1—12 g na kg/godz., 19,3—230,9 g na
m?/godz.). Wyniki poré6wnywano z kontrolnymi badaniami w spoczynku
w podobnych warunkach dowozu.

Graficznie przyrost glikozy we krwi, wyznaczony na osi rzednych
wobec dowozu glikozy na osi odcietych daje prosta, ktérej przebieg po-
zwala na wyodrebnienie dwu skladnikéw spotegowanego przez prace usu-
wania glikozy ze krwi:

1. Prosta, przesuwajac sie¢ na prawo od zera wspoélrzednych wyzna-
cza na osi odcietych, ile glikozy mozna wprowadzi¢, nie podnoszac ste-
zenia glikozy we krwi V. jugularis ext. Wartos¢ ta jest prawdopodobnie
proporcjonalna do natezenia pracy. Nie zostaje wywolana przez odwod-
nienie, ktére ujawnia sie wskutek znacznego przeziewu niewyczuwalnego.
Posiada swoisty, lecz niewyjasniony dotad mechanizm.

2. Dopiero, gdy bez przecukrzenia mig$nie nie potrafig pobra¢ wiecej
glikozy, pojawia sie wzmozenie pobierania towarzyszace przecukrzeniu
krwi. Wyraza si¢ ono zmniejszeniem nachylenia prostej do osi dowozu
szczegblnie widocznym przy ciezkiej postaci pracy. Gromadzenie sie gli-
kozy we krwi jest wtedy o 16°% mniejsze, niz w spoczynku. Istota tego
sposobu wzmozonego pobierania glikozy podczas pracy moze byé od-
mienna, niz skladnika 1), lecz istnienie jego musi zosta¢ potwierdzone.

Przy pomocy tych dwu sktadnikéw kinetycznych odczyn kazdego osob-
nika podczas pracy daje sie dobrze okresli¢ juz w pierwszej pélgodzinie
doswiadczenia. Proste bowiem utworzone poprzez wyniki kilku odlegtych
od siebie predkosci dowozu: a) juz to przechodzg przez punkt zerowy,

R
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b) juz to w wigkszej lub mniejszej odleglosci na prawo od niego (sklad-
nik 1). Moga przy tym posiada¢ nachylenie: ¢) mniejsze, niz w spoczynku
(skladnik 2), d) takie jak w spoczynku lub e) wieksze (osobniki stare
z niewydolnoscig nerek i przetwarzania).

Zaréwno w spoczynku, jak podczas pracy rozcienczenie osocza w po-
lowie pierwszej godziny dowozu jest wieksze, mizby mozna oczekiwaé
z bilansu wody calego ustroju. Stoi to prawdopodobnie w zwigzku z wcig-
ganiem do krwi wody z tkanek oraz niedo§é szybkim usuwaniem wstrzyk-
nietej wody przez nerki.

Stala proporcjonalnosci miedzy dowozem a wywolanym przez nie
stezeniem glikozy we krwi zdaje sie nie zaleze¢ od stopnia réwnoczesnego
rozcienczenia osocza ani podczas pracy, ani w spoczynku.

Dopiero pomiedzy polowa a koncem pierwszej godziny dowozu po-
jawia sie na tle zmian kinetycznych wywolanych praca zwiekszenie usu-
wania glikozy ze krwi wskutek przystosowania enzymatycznego do gli-
kozy. Ma ono odmienne zaleznosci, niz skladniki kinetyczne sprzezone
z pracg. Jakkolwiek zarys fali krzywych cukrowych w postaci fazy I,
odpowiadajacej szybkiej skladowej zjawiska adaptacji, zostaje przez pra-
ce nieco zmieniony, zasadniczo wystepuje on w postaci podobnej jak
w spoczynku i w podobny tez sposéb zanika, gdy stezenie glikozy prze-
kroczy poziom, ktéry wysyca miejsca czynne enzymu.
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HEAVY MUSCULAR EXERCISE AND DISAPPEARANCE OF BLOOD SUGAR
DURING PRIMING WITH GLUCOSE

Summary

The principles of kinetics of priming saturation (described formerly
[50, 51]) were applied to heavy muscular work of female dogs running
uphill in a treadmill and nourished continuously by vein at a rate
constant in each experiment varying within vast scale (1.00 to 12.00 g
per kg/hr., i.e., 19.3 to 230.9 g per sq. m./hr.). The results obtained were
compared with controls from resting animals supplied analogically with
glucose.

The rise of blood glucose plotted as ordinate against the dosage of
glucose as abscissa gives a straight line whose properties make it possible
to isolate two components of the increase of blood glucose removal
resulting from the action of muscular work:

1) The straight line shifted to the right from the origin of the rectan-
gular coordinate axes (in comparison with the resting straigth line) inter-
cepts the axis of abscissae at a distance which indicates, how much
glucose may be administered without raising concentration of this sugar
in the blood of the jugular external vein. This amount is probably
proportional to the intensity of effort. It is not attributable to dehydra-
tion, which becomes manifest owing to considerable insensible perspira-
tion. The mechanism involved is specific but still obscure.

2) Only when the muscles are unable to take up more glucose without
hyperglycaemia, there appears an increased uptake attending hyper-
glycaemia. It becomes manifest in the decrease of the angle between the
plot and the axis of abscissae (glucose supply), which becomes especially
conspicuosus in the case of the heavier form of work. In this case,
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accumulation of glucose in the blood is at best only 16 per cent below
that in animals at rest. The nature of this form of increased glucose
uptake during work may be different from that of component 1), but its
existence requires further confirmation.

With the aid of the two components, the individual reaction of an
organism may be determined even within a half hour experiment, since
the straight lines plotted from several different rates of supply run either
(a) through the zero point, or (b) more or less to the right of the latter
(component 1); their inclination may be (c¢) smaller than in resting
animals (ccmponent 2), (d) similar to that in resting animals, or (e) larger
(in old specimens with insufficiency of kidneys and metabolism).

At rest as well as during work, dilution of the plasma is within the
first half hour of supply above that to be expected from the water balance
of the entire organism. This is likely to be connected with the draining
of water from the tissues into the blood stream and lack of prompt
clearance of the injected water by the kidneys.

The constant of proportionality between the supply and the resulting
concentration of glucose in the blood appears to be independent from
the degree of concomitant dilution of the plasma in both working and
resting animals.

Only in the other half of the first hour of supply, there appears
against the background of kinetic changes due to exercise, an increased
removal of blood glucose (phase II) as a result of improved enzymatic
adaptation to glucose. It has different dependences than the kinetic
components associated with work. Muscular exercise indeed somewhat
modifies the rapid component of adaptation phenomenon presenting itself
in sugar curves in the shape of the phase II. Essentially, however, it
appears in similar form as in resting animals and similarly, as with them,
disappears when blood glucose concentration overcrosses the level at
which the active enzyme centres become saturated.

Otrzymano 29.7.1958 r.
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L. ZELEWSKI

ZWIAZKI FOSFOROWE ERYTROCYTOW KRWI PEPOWINOWEJ
I KRWI MATKI®

Zaklad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: prof. dr Wlodzimierz Mozolowski

W erytrocytach gléwnym procesem energetycznym jest glikoliza; za-
daniem jej jest miedzy innymi utrzymanie réznicy stezen jonéw nieor-
ganicznych miedzy krwinkami a osoczem. Zwiazek glikolizy z aktywnym
transportem jonéw daje sie stwierdzi¢é w zachowaniu poszczegélnych
estréw fosforowych krwi [19, 29]. Zmiany w zwigzkach fosforowych ery-
trocytéw stwierdzono w zaburzeniach gospodarki kwasowo-zasadowej
[20, 7, 8, 1]; takze w innych stanach chorobowych zawarto§é poszczegél-
nych frakcji fosforowych ulega zmianom [2, 23, 18, 30]. Przedmiotem
niniejszej pracy jest poréwmnanie zwigzkéw fosforowych erytrocytow
krwi ptodu i matki.

Za mozliwosécig istnienia réznic przemawia wiele faktow. Warunki,
w jakich znajdujg sie erytrocyty krwi plodu i matki, s3 odmienne; takze
stwierdzono istnienie takich réznic jak rézna lamliwo$¢ mechaniczna [6],
zwiekszenie przepuszczalnosci blony erytrocytéw plodu dla jonu potaso-
wego [24], wreszcie krotszy okres przezywania erytrocytéw plodowych
po transfuzji [10].

Ze zwiazkow fosforowych wystepujacych w erytrocytach wybrano do
oznaczenia kwas adenozynotréjfosforowy !) i kwas 2,3-dwufosfoglicery-
nowy oraz fosforany nieorganiczne, a ponadto fosfor catkowity i fosfor
zwiazkéw rozpuszczalnych w kwasach.

*) Praca byla subsydiowana przez Komitet Biochemiczny Polskiej Akademii
Nauk,

1) Skréty: ATP — kwas adenozynotréjfosforowy; ADP — kwas adenozynodwu-
fosforowy; 2,3-DPG — kwas 2,3-dwufosfoglicerynowy; P, — fosfor calkowity; P, —
zwigzki fosforowe rozpuszczalne w kwasach; P~ — fosfor nieorganiczny.

[119]
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METODY DOSWIADCZALNE

Badano krew pepowinowa pobrang w czasie fizjologicznego porodu
oraz krew zylng matki w czasie porodu i w dwa do szesSciu dni pdzniej.
Wiek matek wahat si¢ w granicach od 20 do 26 lat. Krew z zyly lokciowej
pobierano przed przecigciem pepowiny plodu stosujgc kréotkotrwaly ucisk,
a z zyly pepowinowej w tym samym czasie po zalozeniu ucisku na pe-
powine. Zapobiegano krzepnieciu krwi przez uzycie heparyny w roztworze
fizjologicznym soli. Czas od pobrania do chwili rozpoczecia wirowania
nie przekraczal 20 minut.

Krwinki odwirowane (10 minut przy 2500 obr./min.) przemywano po
usunieciu osocza podwdjng objetoscia roztworu fizjologicznego i wiro-
wano ponownie (15 minut przy 3500 obr./min.). 2 ml zbitej masy krwin-
kowej odbialczano rozcierajac z réwng objetoscia zimnego 20% (wag./obj.)
kwasu tréjchlorooctowego, nastgpnie wirowano, plyn znad osadu sgczono
i celem usunigcia kwasu tréjchlorooctowego wytrzgsano go trzy razy
z réwng objetoscig eteru etylowego. Uzyskany roztwér stuzyt do rozdziatu
chromatograficznego. Z pozostalej masy krwinkowej pobierano prébki dla
oznaczenia fosforu catkowitego oraz suchej wagi krwinek.

Tablica 1

Dokladno$é stosowanych metod analitycznych
Zawartos¢ 2wiqzkéw fosforowych erytrocytéw krwi czlowieka doroslego w mg
fosforu na 1 g suchej masy erytrocytéw

Liczby tablicy podaja wartosci $rednie wraz z dyspersja

n

; I
Symbol| Data o&;;‘c‘;:ﬂl P, P. | ATP | 23-DPG { P
|
Z.L.[28V. | 4 |125+003 | 094+0,04 0,179+ 0,015 0,525+ 0,07| 0,073 + 0,04
Z.L.|6VL| 4 |124+004 |1,00+0,03 [0,167+0,015| 0,514 +0,03| 0.076 + 0,01
P.J.|8VILl 5 |148+004 | 0,85+002 0,200+ 0.010| 0,405+ 0,02| 0,066 + 0,01

Do rozdzialu zwigzkéw fosforowych rozpuszczalnych w kwasie tréj-
chlorcoctowym stosowano chromatografie zstepujaca dwuwymiarows.
Uzywano uklady podane przez Hanesa i Isherwooda [9], a mianowicie:
n-propanol-amoniak (c. wi. 0,908)-woda 60 :30 :10) oraz III-rzed.bu-
tanol-kwas pikrynowy-woda (80 ml :4g:20ml). Uklady_ te zastosowal
Prankerd [17] do rozdzialu estré6w fosforowych krwinek. Chromatogramy
rozwijano w temperaturze 20 do 22°. Bibul¢ Whatman Nr 4 przemywano
roztworem soli sodowej kwasu etylenodwuaminoczterooctowego, a nastep-
nie szesciokrotnie woda [4]. Nakraplano 0,1 ml plynu suszgc zimnym prg-
dem powietrza. Po rozwinieciu i wysuszeniu spryskiwano chromatogramy

http://rcin.org.pl



31 ZWIAZKI FOSFOROWE KRWI PSPOWB\YOWEJ I KRWI MATKI 121

Tablica 2

Zwiqzki fosforowe erytrocytéw krwi pepowinowej oraz krwi zylnej matki w okresie
porodu i w kilka dni péiniej
Wartosci wyrazono w mg fosforu na 1 g suchej masy erytrocytéw

[ [ i |
|
| B ATP l 2,3 - DPG P

Lp.| Symbol | Krew Data | P, =
bsdi i vl W T e R T
pepowinowa | 15av. | 14 : 108 |0,146 0465 0,072 :
1.| Z. R. | rodzacej matki { 150V. | — [ 1,05 {0170 | 0,570 '0041
201V. | 1,30 | 0,92 (0,232 0,500 |ooas
|

ERiE 1 A= P =T A I S | w5 Era—d
pepowinowa { 23IV. (1,83 |098 (0220 | 0,533 0,098 |
2.| B. W. | rodzacej matki 26IV. | 1,55 | 1,00 (0,238 | 0,600 0.071 |

2.V. 1,55 | 1,23 |0,187 0,619 0,058

1

vin PO VNI TS0 S8 ) ) SR TINY 1 CORIEI e T )

pepowinowa 30.1V. l 1,82 | 0,85 |0,145 0,424 0.121 ,
3.| K. A. | rodzgcej matki 30.1v. | 145 1,03 10170 0,424 10,072 f

' 6.V. 1,51 | 1,21 {0,180 0,588 0,072

pepowinowa 3.V. : 1,74 | 1,03 |0,155 0,568 0,084

4.| G. H. rodzacej matki I 28\VL 1,68 | 1,10 |0,155 0,600 0,052

| 6.V. 162 ' 1,12 {0,187 0,606 0,087

pepowinowa l 6.V. l 0 G Bl 1 X 98 0,170 0,462 0,095

[“8:] M. B. rodzgcej matki I 6.V. 146 | 1,14 (0,209 0,470 0,063
; 10.V. 185 | 119 0213 | 0473 10,058
e —£ Ul . TIGRA RS e s AL <} e
E | pepowinowa | 8V. |169 |09i |0138 | 0393 0069
| 6. F. L. | rodzgcej matki o8V 1,32 | 1,07 | 0,107 0,404 ‘0.076
; ' 10.Vv. | 148 1,10 |0,130 | 0,406 0,050
| pepowinowa 14V. | 187 | 1,13 |0213 0375 0,129

7.1 L. S. rodzacej matki | 14.V. 1,47 | 0,94 0,241 0,453 0,058

| | 19.v. |150 | 1,11 [0,204 | 0558 |0,078

pepowinowa 17.V. 2,00 | 1,00 0,175 0,457 0,062

8.| H.J. | rodzacej matki 17.V. 1,70 | 1,03 |0,200 0,442 0,070

! 19.V. 1,69 | 1,00 0,228 0,551 0,068

— S

pepowinowa 18.V. 1,94 | 1,19 (0,156 0,394 0,100

9.| K. U. rodzgcej matki 18.V. 1,75 | 1,28 | 0,187 0,487 0,084

| 24.V. 1,69 | 1,25 |0,259 0,488 5,084

] S B o N =

' pepowinowa 19.V. 1,81 | 1,12 |0,206 0394 0,081

10.| K. T. | rodzacej matki 19.V. 1,52 | 1,14 |0,262 0,461 0,061

j 24.V. 1,69 | 1,19 0,212 0,500 0,081

f pepowinowa 23.V. 1,80 | 1,05 !0,170 0,465 0,121

11.| B. Z. ’rodzacej matki 22.V. 1,47 | 1,06 |0.212 0,541 0,082
28.V. 1,69 | 1,19 | 0,269 0,580 0,087
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odczynnikiem Hanesa i Isherwooda i suszono w temperaturze 85° przez
8 minut. Plamy odpowiadajace zwigzkom fosforowym wywolano umiesz-
czajgc chromatogramy w komorze z siarkowodorem. Na chromatogramie
dobrze odgraniczaly si¢ plamy odpowiadajgce, réwnocze$nie chromato-
grafowanym, standardom: ATP, 2,3-DPG, P, oraz 1,6-dwufosfofruktozie,
a takze niewyraznie zaznaczona plama odpowiadajgca zaréwno 1-fosfo-
glikozie jak i 6-fosfoglikozie. Plamy odpowiadajace standardom ADP
nie udalo si¢ uwidoczni¢ podobnie jak niektérym autorom [22, 16]. Odpo-
wiednie czesci bibuly spalano z 0,5 ml mieszaniny skladajacej sie z trzech
czesci 98% (wag./wag.) kwasu siarkowego i dwoch czesci 60%0 (wag./wag.)
kwasu nadchlorowego i oznaczano fosfor wedlug Berenbluma i Chaina [3].
Kolorymetrowano w aparacie Pulfricha przy uzyciu filtru S.;.

Fosfor calkowity i rozpuszczalny w kwasach oznaczano po spaleniu
krwinek wzglednie tréjchlorooctowego wyciggu z krwinek metodg Go-
mori’ego [21].

Suchg wage krwinek uzyskano po ogrzewaniu 0,6 ml masy krwinko-
wej w temp. 105° do stalej wagi. Wszystkie warto$ci wyrazono w mg
fesforu na 1 g suchej wagi krwinek,

Dla zidentyfikowania plam uzyto preparatow: ATP sporzadzonego we-
diug Szent-Gyodrgyiego [28] i 2,3-DPG wedlug metody podanej przez
Josta [12]. Dla upewnienia sig, ze inne zwigzki fosforowe nie interferujg
z nimi postuzono si¢ preparatami: ADP, 1,6-dwufosfofruktozy, 1-fosfo-
glikozy [26] i 6-fosfoglikozy [27]. Wszystkie standardy uzywane w chro-
matografii dawaly jedng plame; jedynie preparat ATP wykazywal nie-
wielkg domieszke fosforanu nieorganicznego.

Dokladnos¢ stosowanych metod analitycznych sprawdzono w ten spo-
sob, ze z tej samej krwi pobrano kilka prébek, ktore oddzielnie wirowano,
myto i przeprowadzono przez wszystkie etapy analizy. Takie serie ozna-
czen wykonano trzy razy. Wyniki podaje tablica 1.

WYNIKI

Wyniki przeprowadzonych oznaczen zebrano w tablicach 2 i 3. Stwier-
dza sie daleko idgcg zgodnos¢ stezenia badanych zwigzkéw w erytrocy-
tach krwi matki w czasie porodu i kilka dni p6zniej. Réznice w skladzie
erytrocytéw réznych osobnikéw sa stosunkowo wielkie. Nie jest to wy-
nikiem wylacznie niedokladnosci metody, o czym $wiadczg dane tablicy 1.
Ma sie wrazenie istnienia wielkich réznic indywidualnych. Do podobnego
wniosku dechodzi Whittam [29] zestawiajac dane z piSmiennictwa o za-
wartosci estréow fosforowych w erytrocytach krwi ludzi dorostych. Dlatego,
z por6wnania Sredniej wartosci dla krwi pepowinowej z wartosciami krwi
matki, mozna by wyciagnaé¢ zdecydowane wnioski jedynie w razie istnie-
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nia jednokierunkowych i stosunkowo duzych réznic. Takie statystycznie
istotne réznice stwierdzono jedynie dla fosforu catkowitego (Tabl. 3). Dla
fosforu zwigzkéw rozpuszczalnych w kwasach oraz dla wszystkich trzech
hadanych frakeji réznice nie sa statystycznie istotne.

Tablica 3

Porownanie zawartosci zwiqzkow fosforowych krwi pepowinowej z krwiq zylng
matki w czasie porodu i w kilka dni péiniej
Wartosci Srednie wraz z dyspersjg dla 11 serii oznaczen (podanych w tablicy 2);
warto$ci wyrazono w mg fosforu na 1 g suchej masy erytrocytéow

I— T

| Krew P, P g 23-DPG | P,

|  pepowinowa 1,81+ 0,10 | 1,03+0,10 |0,172+ 0,03 | 0,448 + 0,060] 0,094 + 0,022
1 - ——

| matki w czasie | ;544013 | 109+0,08 |0,196 +0,0450,496 + 0,070 0,066 + 0,015
I porodu ¥

, = :

‘ "’"“gég‘lli';? dni | 4574012 | 1,14+0,10 |0,210+ 0,040] 0,534 + 0,065/0,070 + 0,015

DYSKUSJA

Dane pismiennictwa o zwigzkach fosforowych erytrocytow krwi pe-
powinowej sg skape i czeSciowo sprzeczne ze sobg. Stearns i Warweg [25]
badajgc zwigzki fosforowe erytrocytéw krwi ludzi w réznym wieku (od
urodzenia do 25 lat) stwierdzajg, ze u noworodkéw poziom fosforu cal-
kowitego, a takze rozpuszczalnego w kwasach, jest wyzszy niz u dorostych.
Greenwalt i Ayers [5] natomiast znajduja, ze erytrocyty krwi pepowino-
wej maja w poréwnaniu z krwinkami ludzi dorostych nizszy poziom
fosforu rozpuszczalnego w kwasach, a mianowicie frakcji latwo hydroli-
zujacej 1 niehydrolizujacej przy wzroscie fosforanéw nieorganicznych.
Kutds i Stutzel [15] za§ wykazujg, ze w odniesieniu do organicznego
fosforu rozpuszczalnego w kwasach brak istotnych ré6znic miedzy ery-
trocytami krwi noworodkéw i ludzi dorostych. Podane badania poréwnu-
jgce zwiagzki fosforowe erytrocytéw krwi pepowinowej i matki stwierdzaja:
1) wyzszy poziom fosforu caltkowitego krwi pepowinowej, 2) brak istot-
nych réznic w zawartosci fosforu rozpuszczalnego w kwasach. W odnie-
sieniu do zwigzkéw fosforowych o szczegélnym znaczeniu w przemianach
erytrocytéw, tj. ATP i 2,3-DPG, nie wykazano w tej pracy istnienia réznic
miedzy krwig pepowinowa a krwig matki. Trudno$¢ wyciagniecia zdecy-
dowanego wniosku jest spowodowana wielkim rozrzutem wartosci, ktéry
moze byé wywolany zaréwno réznicami indywidualnymi, jak i niejed-
nolitoécig badanego materialu biologicznego. Zaréwno bowiem liczba
retikulocytéw, jak i bialych krwinek [14], a wreszcie réznice zwigzane
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z wiekiem erytrocytéow ukladajacych sie w réznych warstwach podczas
wirowania [13], mogg przyczyni¢ sie istotnie do zwigkszenia rozrzutu
wszystkich wynikéw. Zaobserwowany w erytrocytach plodowych wzrost
zwigzkéw fosforowych nierozpuszczalnych w kwasie tréjchlorcoctowym
moze zaleze¢ od rdznic w ich budowie. Zwrocenie uwagi na jednolitosé
materialu dokladnie scharakteryzowanego takze morfologicznie mogloby
tu zapewne da¢ Scislejsza odpowiedz.

Kierownikowi Zakladu Prof. Dr W. Mozolowskiemu dziekuje za po-
moc i rady udzielone podczas wykonywania tej pracy.

Prof. Dr I. Mochnackiej dziekuje za otrzymane estry fosforowe oraz
za cenne uwagi, dotyczace preparatyki estréow fosforowych.

STRESZCZENIE

W erytrocytach krwi pepowinowej oraz krwi zylnej matki w czasie
porodu i w kilka dni pézniej oznaczono: fosfor catkowity, rozpuszczalny
w kwasach, ATP, 2,3-DPG i nieorganiczny. Nie stwierdzono réznic
w zawarto$ci tych zwigzkéw w erytrocytach krwi zylnej matki w czasie
porodu i kilka dni pdzniej. Stwierdzono wyzszy poziom fosforu catkowi-
tego w erytrocytach krwi pepowinowej. Fosfor rozpuszczalny w kwasach
krwi plodu i matki nie wykazal istotnych réznic. Frakcje estrowe erytro-
cytéw krwi pepowinowej i matki ulegaly szerokim wahaniom, ktére nie
pozwalajg na wyprowadzenie jednoznacznych wnioskéw.
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PHOSPHOROUS COMPOUNDS IN ERYTHROCYTES OF THE UMBILICAL
BLOOD AND OF THE MATERNAL BLOOD

Summary

Estimation was carried out of total phosphorus (P.), acid soluble
phosphorus (Py) adenosine triphosphate (ATP), 2,3-diphosphogliceric acid
(2,3-DPG) and inorganic phosphorus (P,) — in erythrocytes of the umbilical
blood and of the maternal venous blood during the delivery and a few
days afterwards. No differences were noted in contents of these com-
pounds in maternal venous blood during the delivery and after a few
days. Total phosphorus in erythrocytes of umbilical blood was signi-
ficantly higher than in maternal venous blood. Acid soluble phosphorus
of maternal and foetal blood has not shown significant differences. Ester
fraction in erythrocytes of umbilical and maternal blood show wide
range of values, which makes it impossible to form any definite
conclusions.

Otrzymano 6.10.1958 r.
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BCTA BrIrOCHIMEC A POLONKCA

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 zostana zwrécone autorom. Fakt
przeslania pracy do redakcji 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, zawierajgce nie ogloszone dotychczas wyniki badan do$wiadczal-
nych. Oglaszane prace winny zawiera¢ element nowos$ci naukowej. Jezykiem prac
zglaszanych do publikacji w Acta Biochimica Polonica jest jezyk polski lub jeden
z jezykéw kongresowych.

2. Prace powinny byé¢ pisane mozliwie zwiezle, ale zwigzlo$¢ nie powinna po-
wodowaé niejasno$ci przedstawienia. Artykuly sa przeznaczone przede wszystkim
dla czytelnika wyspecjalizowanego w danym temacie, mimo to artykuly powinny
byé zrozumiale dla ogélu czytelnikéw. Opis do$wiadczen powinien by¢ taki, by
moégt je powtérzyé kazdy, kto dysponuje odpowiednim materialem, wyposazeniem
i techniczng sprawnoécia. Nalezy unikaé technicznych neologizméw. Uzywane skréty
nalezy wyja$ni¢ w tekS$cie.

3. Uktad artykuiéw. Prace nalezy przesyla¢ do redakcji w postaci go-
towej do druku, w trzech egzemplarzach pisanych na maszynie jednostronnie, z mar-
ginesem szerokos$ci okolo 4 cm po lewej stronie i okolo 1 em po prawej stronie, z po-
dwoéjng interlinig oraz z numeracjg stron. Pierwszy egzemplarz nalezy pisa¢ na pa-
pierze piSmiennym (bialym). W tek$cie maszynopisu nie nalezy robi¢ zadnych po-
prawek, przekre§len lub podkreslen 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, czcionkg grubg itp.), ale wylacznie oldwkiem. Nie nalezy stawiaé kropek
po tytulach i podtytutach, ani po skrétach takich jak: ml, ¢m, g, kg. Dla wyrazenia
mikrograma stuzy skrét ,ug*, a nie ,v*. Na osobnych kartkach poza tekstem pracy
nalezy umie$cié: a) streszezenie polskie, b) cytowang literature, c) tablice, d) rysunki
lub fotografie wraz z objasnieniami (patrz pkt. 8 i 9), e) pelne imie i nazwisko autora
(6bw), adres dla przestania korekty i honorarium oraz skrécona wersje tytulu nie
przekraczajacg 60 miejsc literowych, przeznaczona dla umieszczenia jej nad strona-
mi tekstu pracy. Nalezy poda¢ nazwisko i adres osoby upowaznionej do przeprowa-
dzenia korekty, w przypadku nieobecno$ci autora. W tekScie nalezy zaznaczy¢
ol6wkiem 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 zostanq przepisane na koszt autora, a odpowiednia kwota zostanie potrgcona
2z honorarium autorskiego.

4, Na pierwszej stronie pracy malezy poda¢: imig i nazwisko autora (-6w), tytul
mozliwie zwiezly, ale jasno charakteryzujacy tre$¢ pracy, zakiad naukowy, w kté-
rym wykonano prace i nazwisko kierownika zakladu, odpowiedzialnego za jego
dzialalnos¢é. W interesie autora lezy, aby tytut pracy zawieral w najkrotszej for-
mie podstawowy wynik pracy, a nie tylko zagadnienie. Nalezy unikaé¢ tytuléw
w rodzaju: ,Badania nad...”. Wskazane jest podawamnie juz w tytule gléwnego wnio-
sku wynikajacego z pracy, nawet w przypadku, gdy jest on negatywny. Tytul moze
wtedy przybra¢ posta¢: ,Niemoznoéé..”, lub podobnie,

5. Tekst pracy powinien sklada¢ sie z nastepujacych czeéci: a) zwiegzly
wstep wyjasniajacy cel i zalozenie pracy, b) opis metod do$wiadczalnych, charakte-
rystyka, pochodzenie lub sposéb preparatywnego uzyskania uzywanych chemikaliow
oraz opis szczegbéiow, ktore sg potrzebne dla powtérzenia opisanych do$wiadczen
i sprawdzenia przeprowadzonych obliczen, c) opis wynikow 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 by¢ tak sformulowane, aby zawieraly, w postaci
mozliwie najbardziej zwiezlej, wyniki pracy wraz z gléwnymi danymi liczbowymi.
Whnioski winny wynikaé¢ bezposSrednio z do$wiadczen. Wnioski posrednie moga byé
zamieszczone w tym punkcie wylacznie pod warunkiem wyraznego okre$lenia, ze
majg one charakter dyskusyjny lub podobny.

6. Metody doSwiadczalne powinny byé przedstawione bardzo staran-
nie. Jezeli autor postugiwal si¢ znang metodg publikowana, wystarczy powolanie sie
na odnosna prace, ewentualnie omdéwienie istoty danej metody. Nalezy wymienié
wszelkie, nawet pozornie niewielkie, odchylenia od pierwotnej metody; stwierdzenie,
ze poslugiwano si¢ odnoséng metodg ,z niewielkimi modyfikacjami” nie jest do-
puszczalne.

7. Stezenie roztwordéw pospolitych kwaséw i zasad wyraza si¢ pojeciem
normalno$ci (N), natomiast dla roztworéw soli nalezy postuzyé sie pojeciem molo-
wosei (M): 0,25 N HCI, 015 M NaHPOq. Stezenie ulamkowe nalezy wyrazi¢ syste-
mem dziesietnym, np. 0,25 N HCI, a nie N/4 HCI. Pojecie ,,procent”, ,%¢’ uzywa sie
w Scislym znaczeniu, tj. w gramach na 100 gramo6éw roztworu. Procenty objetoSciowe
nalezy wyraza¢ symbolem ,% obj./obj.”, a procenty wagowo-objetoSciowe ,%
wag./obj.”.

8. Poszczegdlne tablice powinny mieé naglowek opisujgcy ich tresc.
Sens tablic powinien byé zrozumialy bez powolywania sie na tekst pracy. Nie jest
konieczne oglaszanie wszystkich liczbowych wynikow podobnych do$wiadczen, jezeli
poda sie warto$¢ Srednia wraz z jego ,Srednim odchyleniem”, ew. liczbe indywi-
dualnych rezultatéw.

9. Rysunki i fotografie nalezy wykonywa¢ w postaci nadajacej si¢ do
reprodukeji lub przerysowania. Kazdy rysunek lub fotografia winny byé¢ przygo-
towane na oddzielnej kartce. Na odwrocie kazdego rysunku, lub fotografii nalezy
poda¢ olowkiem: nazwisko autora, pierwsze stowa tytulu pracy, kolejny numer ry-
sunku oraz pierwsze siowa legendy, ktéra ma by¢ umieszczona pod nim. Do rysun-
kéw i fotografii nalezy dolgczyé wykaz (na maszynie) zawierajacy kolejne numery
wraz z tytulami i legendg. Nalezy unikaé podawania na rysunkach objasnien teksto-
wych. Na fotografiach nie nalezy dopisywaé zadnych oznaczen. Je§li fotografie ta-
kich oznaczen wymagaja, nalezy umie$ci¢ je na przypietej do fotografii kalce tech-
nicznej. Nadmierna ilo§¢ rysunkéw moze byé wykonana wylgcznie na koszt autora.
Krzywe wyrazajace zalezno$ci zbadane eksperymentalnie winny mieé wyraznie za-
znaczone punkty, ktérych warto§ci uzyskano do$wiadczalnie.
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10. Cytowang literature nalezy wypisaé na oddzielnej karcie. wymieniajgc
pozycje w alfabetycznej kolejncéci autorow. W wykazie podawaé kolejno: numer
pozycji, nazwisko autora, pierwsze litery imion, skrécony tytul czasopisma, tom
(rocznik), poczatkowq strone artykutu i rok wydania. Np. [8] Parnas J. K., Acta Biol.
Exp. 11, 292, 1937. Jezeli cytowany artykut ma Kkilku autoréw, nalezy w wykazie
literatury poda¢ nazwiska i poczatkowe litery imion wszystkich autoréw. Dla cyto-
wanych ksigzek (nie czesopism) nalezy podaeé¢ takze tytul ksigzki, wydawce, miej-
sce oraz rok wydenia. Np. [12], Sniadecki J., O fizycznym wychowaniu dzieci, Tu-
rowski, Sanok 1855. Wykaz uzywanych skr6téw czasopism podajg Roczniki Chemii
26. 497, 1952. Prace kilkakrotnie cytowane nalezy podawaé jeden raz, a wszystkie
odsylacze do tej pracy powiny mieé¢ ten sam aumer. Powolanie sie¢ w tekScie na
odnoéna pozycje cytowanej literatury nastepuje przez wymienienie numeru pozycji
wykazu w nawiasie, np. [13].

11. Autora obowigzuje korekta autorska, ktéra nalezy zwracaé¢ redakcji w cig-
gu trzech dni. Nieodeslanie przeprowadzonej korekty w oznaczonym przez re-
dakcje terminie oznacza rezygnacje autora z umieszczenia pracy w biezgcym nu-
merze czasopisma. Zaleca sie wykonasnie 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
wigkszej iloSci odbitek winno byé wyrezone na piSmie, jedncczeSnie ze zloze-
niem pracy w redakcji, najpdzniej przy pierwszej korekcie szpaltowej. Koszt za
dodatkowe egzemplarze ponosi autor.

13. Redakcja nie uwaza sie za uprawniong do przeprowadzanie 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
redakcji.
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