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UZYSKANYM Z OSOCZA DOSWIADCZALNIE ANEMIZOWANYCH OWIEC
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Kierownik: prof. dr B. Gutowski

W 1906 roku Carnot i Deflandre oglosili wyniki badan wykazujgce, ze
osocze pobrane od zanemizowanych przez upusty krwi kroélikéw, wstrzyk-
niete nastepnie innym, normalnym, pobudza u nich erytropoezg, powo-
dujac wzrost liczby erytrocytéw 1 hemoglobiny we krwi (5).

Przez przeszto 50 lat od tego odkrycia prowadzono wielokierunkowe
badania nad czynnikiem pobudzajacym erytropoeze, na;rwaznym przez Car-
not i Deflandre hemopoetyna. :

Sipostrzezenia autoréw {francuskich Wymagaly przede wszysbklm po-
twierdzenia w licznych powtérzemach ktore daly prace Gibellego (15)
w 1911 roku, Miillera (36) w 1912 r., Yu-Tin-Tei (42) w 1938 r. i wielu
innych. W Polsce w 1934 roku Rozenfeld opracowuje ,,Dzialanie lecznicze -
surowicy hemopoetycznej w stanach niedokrwistosci w chirurgii” (40), .
a w rok pézniej Aleksandrowicz oglasza » Wplyw surowmy hemopoetycz-
© nej na szybkos¢ odnowy krwi” (1).. :

Nie WsZyscy autorzy podejmujacy ten temat powtarza;q dasw1adczema
Carnot z wynikiem dodatnim. Brak wplywu osocza anemicznego na po-
budzenie erytropoezy podaja prace Boycotta i wsp. z 1911 r: (4), Leffko-
witza i wsp. z 1926 r. (31), oraz Gordona i wep.:z 1934 r."(19). Mimo kilku
cytowanych prac, negujacych spostrzezenie Carnot i Deflandre, narastaja
stale doswiadczenia, potwierdzajace. istnienie hemopoetyny i rozszerza-
jace zakres badan nad jej-dzialaniem. Stwierdzono, Ze na powstawanie
hemopoetyny we krwi krazgcej swplywa stosunek, jaki zachodzi miedzy
iloscig dostarczanego, organizmowi tlenu, a zapotrzebowaniem tkanek or-
ganizmu na tlen (13, 14). Stad fe% najprostszg metoda, 'stuzgey dowytwo-
rzenia hemopoetyny we krwi krggcej jest niedotlenie organizmu; m
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jace na tle zmniejszenia ilosci erytrocytéw przez jednorazowe (5, 14), lub

‘wielokrotne skrwawianie zwierzecia (6, 7, 10, 12, 14, 32). Hemopoetyna
(erytropoetyna) powstaje réwniez we krwi zwierzat i ludzi, poddanych
wplywowi niskiego ci$nienia, przy odpowiednio znizonym cisnieniu par-
cjalnym tlenu. Pierwsze obserwacje tego typu przeprowadzit Forster (11),
potwierdzilo zas to wielu innych autoréw (30, 39, 42 i in.). W ostatnich

latach jako bodzca, wywolujacego powstawanie erytropoetyny we krwi,
uzywano soli kobaltu (18, 17, 27). Ponadto stosowano tez fenylhydrazyne,
ktérej iniekcje powodowaly anemizacje zwierzat (20, 22, 32, 38).

- .- Réwnoczesnie prowadzono badania nad tym, gdzie jeszcze, poza krwig
krazacg, mozna znalezé w organizmie (poddanym wyzej wymienionym
bodzcom) erytropoetyne. Stwierdzono jej obecnosé w moczu (38) i mleku

- (38). Nie wykazano obecnosci erytropoetyny w wyciggach z mézgu, wa-

troby, sledziony, tarczycy, pluc, miesni, przewodu pokarmowego i szpiku

zwierzat anemizowanych fenylhydrazyng (22, 38 i in.). Nie potwierdzono
tez dotad wynikéw Gordona i wsp. (21), ktérzy wykazali nieznaczng aktyw-
no$é hemopoetyczng wyciggéw z komérek krwi i watroby zwierzat ane-

mizowanych. " A
- W warunkach fizjologicznych zwiekszony poziom etrytropoetyny stwier-
dzono w osoczu krwi pepowinowej u noworodkow ludzkich (2, 8, 41)
u plodu owczego (3) i u plodu psa (33).

Szereg autoréw usituje wyjasni¢é budowe chemiczng erytropoetyny i zba-
dac jej wiasciwosci fizyczne. Carnot i Deflandre uwazali, ze temperatura
56°C rozklada erytropoetyne, Doring i wsp. (9) podnoszg te granice do
67°C, a Gordon i wsp. (20, 22), oraz inni gotuja osocze, zawierajace ery-
tropoetyne, w ‘ciagu 10 minut, uzywajac nastepnie odsaczonego filtratuy,

jako stymulatora erytropoezy. Gley i Delor zaliczaja erytropoetyne do

) grupy sterydéw trzy-keto-mono-alkoholowych (16), Erslev i Lavietes uwa-

zaja, ze jest ona zwigzana z albuminami, lub « i § globulinami (10), Hodg-

son i Toha zaliczaja ja hipotetycznie do grupy estréw kwasow tluszezo-
wych (25). Ostatnie badania Rambacha i wsp. (38) z 1957 r. sugeruja, ze -
eryt-r'opoe{yﬁa, zwigzana z a-2 globuling (nie wytracajaca sie gotowaniem

i kwasem nadchlorowym), nie dializuje i nalezy przypuszczalnie do mu-

koproteidow. -

Badania nad miejscem powstawania erytropoetyny w organizmie pro-
wadzono usuwajgc dawcom osocza.przysadke mézgowa, nadnercza, tar-
czyce, gonady i Sledzione, a nastepnie poddajac zwierzeta bodzcom dzia-
fajacym na wytworzenie erytropoetyny. Wszystkie te zabiegi, stosowane
lacznie, lub oddzielnie, nie zmienialy zdolnosci organizmu do wytwarzania
erytropoetyny (13, 17, 27). Dopiero Jacobson i wsp. w 1957 roku (26) usu-
wajac obie nerki u szczurdw, lub krolikéw, stwierdzili nastepczy zanik
zdolno$ci organizmu do wytwarzania erytropoetyny pod wplywem skrwa-
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wiania, lub soli kobaltu. Pozostaje’ yedfnak nadal otwartym problemem,
czy erytropoetyna powstaje w nerce, w gotowe-] postaci, czy jako pzfo-
hormon, uczynniany gdzie in 2 P 'Wstajac W ]aklej§ inne; cz écz .
organizmu, dopiero w neTceZulega aktywacji. . :

Osocze zawierajgce ervtrapeetyne padawano v W rozmaltyeh po—
staciach: pelnego osocza (5, 14;18); prmcmmadb:akmego na dr&-
dze gotowania (20, 25, 38), ¥ub~wy~salamia (lﬁ 36) :

Podawanie csocza, lub je
ZEJ dawce (5, 13), w trzec

"'Dla ustalema wplywu pod&wsneg erytmpoetyny ma zm we. krwak
biorcy, poczatkowo badano u niego tylko wzrost. 11Qsc1 erytrocyt()w ipo~ -
ziomu hemoglobiny (5), pézniej uzupelniano te dane podawamem wartosei
hematokry’cu i pozmmu retlk;ﬂ'aeytﬁw Niﬁk&é&‘zy‘ wp:awadﬁaga ‘dodatkowo

i nio -aktywr verytrapaetynvozn&-'
: ‘przez nawotworzace
sie erytrocyty (13 13, 26, 27 ,,37) Stherdzono e wplyw erytropoetyny
najpodatniejsze sg zw1erzeta uprzednm hlpoﬁzektomoivane i glodzone (13'
18), oraz zwierzeta umieszegane w.atmosferze tlenu {14), lub-z wytwg—-,
rzong sztucznie policytemiy (2%): :Niepodatne na vvplyw erytmpoetyny sa ,
zwierzeta, ktorym up*‘zedmo ro'blono 1me'kc3e dmﬂrofenﬂlu e

ﬁAbANIA '/WZ;A;SLNEL S

Dotychczasowe badania nie wy]asmaja, CZY e'rytropoetyna dzxa}a p@«»-
Srednio, czy tez bezposrednjo na tkanke krwiotwéreza. Przys%epu]ac do-
doswiadczen, ktérych celem ma byé odpowieds vyzsze pytanie, uwa-
zaliSmy za konieczne zbadanie mozhwosm podawania bms{:oni 3ak Bﬂl’*
mniejszych ilosci ptynu zawierajacege erytropoetyne i tak spreparowa-
nego, zeby nie naruszajac normalnych procesow flzjobogxcznych argamzmu
oddziatywatl wylacznie erytrupoetyczme

Réwnoczesnie chodzilo o wytypowame dawcy, u ktorego na;prostszymi
metodami laboratoryjnymi udaloby sie osmqgnqc dﬂstateczny stopien pro-
dukcji erytropoetyny, przy: mozhwoscz -ofrzymywenia naraz duzej ilosci
plazmy, potrzebnej dla przygomwama stosnwanych w doswxadczemu pre-
paratow.

Po opracowaniu ezesm m yvczne,; zprzystquno do zbadania wplywu
przygotowanego preparati na krew quzaca i uklad krwwtworczy bla}ych
myszek 1 krélikow.
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wen. - METODYKA

Badanja wykonano na 4 owcach, 22 bialych myszkach i 20 krélikach.

Uzyskiwanie  ,normalnego” i ,anemicznego” osocza od
owiec. Po ustaleniu liczby erytrocytéw i poziomu hemoglobiny w krwi owcy,
wstrzykiwano jej dozylnie 10000 jednostek heparyny, po czym przez naklucie zyly
jarzmowej zewngtrznej robione pierwszy upust-krwi w ilosci okolo Vs krwi krazacej.
Z krwi tej, po odwirowaniu, uzyskiwano esocze, ktére nazwano osoczem normalnym.
Przygotowanie owiec-dawcéw ‘osacza ,,anemlcznego" wykonano dwiema metodami,
w _celu.zbadania. Wp!ywu dwukrotnego kﬂkakrotnego skrwawiania tych zwierzat
na aktywnos$é erytropoetyczna strzymywanegé od nich osocza. U dwoéch owiec, po
otrzymanitt od nich dsocza ‘normalnego W wyniku pierwszego upustu, pobierano
nastepnie krew po 24 godzinach i po 48 godzinach, kazdorazowo w iloéei okoto 800 ml
(przy wadze eiala zwierzecia okolo 45 kg). Z krwi tej, po odwirowaniu, otrzymano
osocze anemiczne, ktére nastepnie poddawano dalszym zabiegom (patrz str. 6) w celu
otrzymania erytropoetycznego zageszczonego przesaczu. Osocze to oznaczono nr 1.

U nastgpnych dwéch owiec anemizacja trwala dluzej. Po wstepnym otrzymaniu
osocza . normalnego, zwierzeta. skrwawiano drugiego, czwartego, pigtego i széstego
" dnia, po okolo 660800 ml krwi dziennie. W sumie w ciagu 6 dni pobierano u kazdej
owcey ilo§é krwi rownowazng ilosci ‘po‘siadanej' przez nig krwi krazgcej. Poziom hemo-
globiny obnizal sie¢ z okolo 9 graméw do ekolo 4,5 graméw w 100 ml krwi. Po uply-
wie 48 godzin od ostatniego upustu, w 6smym dniu doswiadczenia, pobierano od
" tych owiec maksymalnie duza ilo§é¢ krwi (fak, by zwierzeta pozostaly zywe), w celu
przygotowania z niej osocza anemicznego, oznaczonego nr 2. Osocze normalne oraz
.anemiczne nr 1 i nr 2 przygotowywano modyfikujac nieco metode Gordona i wsp.
Przez dodanie 1 n HCl1 doprowadzano pH psocza do 5,5 po czym umieszczano je na
lazni wodnej i trzymano w- gotujacej sie wodzie przez 10 minut. Po przesaczeniu
osad przemywano njewielka ilo§cia goracej destylowanej wody. Przesacz odparo-
wywano na laZni wodnej przy temperaturze nizszej od 50°C w ciagu okolo 20 godzin
uzyskujac dziesiéciokrotne zageszczenie ptynu w stosunku do wyjsciowej ilosci osocza
(1 ml zageszczonego przesgezu réwna sie 10 ml osocza). Zageszezony przesgez dzielono
-nastepnie na dwie czeéci: jedng z nich doprowadzano 1 n NaOH do pH 7,4, drugg do
pH 8,4. Obie czesci zageszczonego przesgczu zagotowywano i zlewano do oddzielnych
jalowych naczyn. .

Jako biorcéw uzyto biale myszki i kroéliki. Przygotowany ptyn wstrzykiwano zwie-
rzetom podskérnie, stosujac nastepujace dzienne dawki, przypadajace na jedno
zwierzg doéwiadczalne:

I grupa (8 myszek) — zageszczony przesacz normalnego osocza o pH 8,4 w dawce
0,2 ml w ciggu 10 dni. .

II grupa (6 myszek) — zageszczony przesacz anemicznego osocza nr 1, o pH 8,4
w datwece 0,2 ml w ciagu 10 dni.

III grupa (5 myszek) — zageszezony przesacz normalnego osocza o pH 74 w dawce
0,2 ml w ciggu 10 dni.

IV grupa (5 myszek) — zageszczony przesacz anemicznego osocza nr 1 o pH 7,4
w dawce 0,2 ml w ciggu 10 dni.

V grupa (5 krélikéw) — plyn fizjologiczny w dawce 0,8 ml w ciagu 10 dni.

VI grupa.(5 kréolikow) — zageszczony przesacz normalnego osocza o pH 7,4 w dawce

0,8 ml w ciggu 10 dni. .

VII grupa (5 kroliké6w) — zageszezony przesacz anemicznego ¢socza nr 1 o pH 74

w dawce 0,8 ml w ciggu 10 dni.



Régulac ja proceséw krwiotwoérezych 353

- VIII grupa (5 krolikow) — zageszczony przesacz anemicznego osocza nr 2 o pH 7,4
w dawce 0,8 ml w ciagu 10 dni. '

Wplyw badanych plynéw na krew i uklad krwiotworczy biorcéw ustalano przez
obliczanie liczby ratikulocytéw i erytrocytéw, obliczanie iloéci hemoglobiny, hemato-
krytu i wskaznikéw hematokrytowych, oraz badanie narzadéw krwiotwérczych. Ba-
danie narzadéw krwiotworczych obeimowato grupy do$wiadezalne III, IV, VI, VII,
przy czym u krélikéw szpik pobierano przyzyciowo, z guza siedzeniowego, u myszek
za§ rozmazy szpiku i §ledziony pobierano po zabiciu zwierzat. Na rozmazie szpiku
obliczano 500 komérek jadrzastych. Ustalano stosunek procentowy miedzy erytro-
blastami, a pozostalymi komérkami, jak réwniez stosunki pomiedzy poszczegélnymi
formami rozwojowymi ukladu erytroblastycznego. Na podstaw1e powyzszych obliczent
sporzadzano krzywe rozwoju erytrocytéow.

Przesacz osocza normalnego i anemicznego poddawano analizie elektroforetycznej
i chromatograficznej, w kierunku ustalenia obecno$ei frakeji bialkowych i wolnych
aminokwaséw. Badania elektroforetyczne frakeji biatkowych przeprowadzano w bu-
forze weronalowym, 0 pH 8,6 przy napieciu okale 250 Volt i zuzyciu na pasek 13—
1,5 mA. Elektroforegramy wywolywano roztworem alkoholowym biekitu bromo-
fenolowego. Analize chromatograficzng wolnych aminokwaséw przeprowadzano me-
toda chromatografii jednokierunkowej, wstepujgcej, uzywajac n-butanolu z kwasem
octowym i woda (4:1:5), oraz metodg chromatografii dwukierunkowej, stosujac
fenol z buforem o pH 2 i wyZej wymieniona mieszanineg butanolu z wodg i kwasem
octowym (28, 34). :

Préby na obecnosé bilirubiny w przesgczu osocza anemicznego i normalnego wy-
konano metodyg Van den Bergha.

Wyniki dotyczace ilosci erytrocytéw i retikulocytow poddano analizie statystycznej,
obliczajac érednie odchylenie od $redniej arytmetycznej, sredni biad, oraz wskaznik
istotnej réznicy.

WYNIKI

Pierwszej grupie myszek wstrzykiwano zageszczony przesacz 0socza -
nr 1 od owiec anemizowanych. Grupa druga, traktowana jako kontrolna,
otrzymywala przesacz osocza otrzymywanego od normalnych, nieanemi-
zowanych owiec. Oba plyny doprowadzano do pH 8,4. Po pieciu dniach
doswiadczenia (5 iniekcji) réznica miedzy grupg doswiadczalng i kon-
trolng wynosita 1300000 erytrocytow w mm?, oraz 1,5 g hemoglo-
biny w 100 ml krwi, na korzy$¢ grupy do§wiadczalnej, z tym jednak, ze
réznica ta wynikala przede wszystkim z obnizenia si¢ poziomu erytro-
cytéw i hemoglobiny w grapxe ¥ontrolnej, przy nieznacznym wzroscie
u grupy doswiadczalnej. Na obserwowane zjawisko zmniejszenia sie ilosci
erytrocytow i hemoglobiny -u myszek‘ kontrolnych wptywaty wedtug na-
szych obserwacji dwa czynnik: aaijfiz_}emny wplyw: czestego poblenama krwi
do analizy (anemizacja), b) ujemny: wplyw pH stosowanego. przesgczu
(zgodnie z metoda Gordona pH to- wyﬂasﬁo 84). Po dziesieciu dniach
doswiadczenia liczba erytroeytéw w gruzpse do§wmdczalne;] byla juz wigk=
sza tylko o 800 000 od hczby erytmeytéw w gruple konbrolnej “Zaobser-
wowano przy tym, ze wstrzykxwanle ‘reztworu e pI-I 8,4 zwigzane' jest

Acta Physiologica Polonica — 24
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z odczuwaniem bélu przez myszki (niepokéj, pisk, drapanie sie). W czasie
doswiadczenia i po doswiadczeniu u obu grup stwierdzono wypadanie wio-
sOw, oraz wyrazne zgrubienia skéry w miejscach iniekcji. W zwigzku
z powyzszym, aby usuna¢ czynniki zaciemniajace wynik doswiadczenia,
postanowiono nastepnym grupom myszek wstrzyknaé roztwér doprowa-
dzony do pH 7,4. Badanie to wykonano na grupie III, otrzymujacej iniekcje
zageszczonego przesgczu osocza normalnego, oraz grupie 1V, otrzymujacej
Zageszczony przesacz osocza anemicznego nr 1. W czasie iniekeji obu pty-
néw o pH 7,4 nie stwierdzono u myszek wyzej wymienionych objawow
bélowych, ani tez zmian w skorze Uzyskane dla tych grup wyniki przed-
staw1a3a sie nastepujaco:

Tabela L. — Table 1

Erytrocyty Hemoglobina
~ w milionach - w g/100 m! Po doswiadczeniu
Red. cells Haemoglobin After experiment
in mil. in g/100 ml
Grupa ‘ Objetos¢ | Nasycenie
Group . | Przed | Po | Przed | Po | Reticulo-| Hemato- | ! e¥tro- | Hb lery-
dosw. | dosw. | dosw. dosw. cyty % kryt cytu trocytu
w
Before | After | Before | After | Reticulo- | Haemato- v
exper | exper exper exper cytes crit Mean Mean
. corp. vol.|corp.haem
concentr.
. Doswiad. 1V .
_ Experiment | 9,2 10,6 | 106 10,7 3,6 444 43 10,5
v
Kontrol, IIf | ¢ 4 91 | 105 | 104 26 | 438 48 11,5
Control. HT ; ] -

Powyzsze wyniki wykazuja wyrazny wplyw zaggszczonego przesaczu
z osocza anemizowanych owiec na liczbe erytrocytéw i ich objetosé, oraz
‘na liczbe retikulocytow, natomiast mieznaczny wplyw na ilo§é hemoglo-
biny w 100 ml krwi, ilogé hemoglobiny w 1 erytrocycie, oraz na hemato-
kryt. Badanie rozmazéw szpiku i $ledziony po zakonczonym doswiadczeniu
wykazuje zwiekszong ilo$¢ komérek ukladu erytroblastycznego w szpiku
i sledzionie myszek do$wiadczalnych w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Ponadto w czasie badan  stwierdzono, ze konieczne wielokrotne pobie-
ranie krwi dla ustalenia normy przed do§wiadczeniem, oraz wynikéw po
zakonczonym do$wiadczeniu, wymaga. kazdorazowo pobrania okolo
150 mm? krwi. Dla myszki stanowi to ubytek wynoszacy okolo 10%0 krwi -

.
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krazacej i nawet przy zachowaniu najdalej idgcej ostroznosci prowadz1 do
anemizacji zwierzat zaciemniajgc obraz doswiadczenia.

W zwigzku z powyzszym do dalszych badan jako biorcéw uzyto kroliki.
Badania wykonano na 4 grupach; grupa V otrzymywata iniekcje ptynu
fizjologicznego, grupa VI — iniekcje zageszczonego przesaczu osocza nor-
malnego, a VII'i VIII grupa — 1n1ekc3e Zageszczonego przesgczu 0socza
anemicznego nr 1 i nr 2.

Zmiany wystepujace w liczbie erytrocytéw u krélikéw z grup kontrol-
nych (V i VI), i grup doswiadczalnych (VII + VIII) ilustruje ryc. 1.
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Ryc. 1. Liczba erytrocytéw u krdlikdw z grup kontrolnych (V i VI)
i grup do$wiadczalnych (VII + VIII) w czasie do§wiadczenia..

Fig. 1. Red cell count in rabbits from control (Vand VI) and eXperimental
(VII and VIII) groups durix_lg the experiments.

Krzywa liczby erytrocytow w grupie doswiadczalnej (Srednie wartosci
cbliczono tu-dla 10 krolikéw tgcznie z grupy VII i VIII) wykazuje, ze wplyw
zageszczonego przesaczu 0socza anesmicznege pojawia si¢ dopiero po 8
iniekcjach, gdy ilosé wstrzy-ego plynn odpowiada 65 ml pelnego oso-
cza, co stanowi okolo 50%0 krwi krazacej. Wzrost liczby erytrocytéw trwa
do kohca podawania przesgczu, -poczym  lczba -erytrocytdw obniza sig -
stopniowo, zblizajac sig¢ do normy wyjsciowej dziesiatego dnia po ostatnim
zastrzyku. W tym samym okresie wahania w. liczbie - erytrocytéw u -obu
grup kontrolnych pozostaja w grameach 200:000. '

Obliczenia statystyczne wykazaly, ze zrma-.n‘y‘ w }mzbze @rytfocytow
u krolikéw doswiadczalnych stwierdzone w24 godziny po ostatniej iniekeji
lezg poza granicami bledu doswiadczalnego. Obliczone ,,t” wynosilo-46
przy ,, K” rownym 38 — stad prawdopadobiefstwo przypadkcwego zmst—_
mienia obserwowanej rozmcy bylo mme]sze od 0,0000.-
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Analogiczne obliczenia statystyczne przeprowadzone dla grupy V kré-
likéw kontrolnych wykazaly, ze istniejgce tu drobne wahania w liczbie
erytrocytow lezaly w granicach bledu doswiadczalnego. W danym wy-"
padku t = 0,335 przy K =18 — stgd P = 0,776. Dla grupy VI krélikéw
kontrolnhych, otrzymu]qcych przesgcz osocza normalnego, obliczone t =
= 0,65 przy K =18 —skad P = 0, 524 czyli ze otrzymane réznice byly
tu réwniez nieistotne.
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Ryec. 2. Liczba erytrocytéow u krélikéw z grupy VII otrzymujgcej iniekcje

Zageszezonego przesgczu osocza anemicznego nr 1 i u krélikow z gru-

py VIII otrzymu]ace] mlekcJe 2agesSzCczonego przesaczu 0socza anemicz-
nego nr 2.

Fig. 2. Red cell count in rabbits from group VII before and after in-

jections of inspissated filtrate of anaemic plasma No. 1, and in rabbits

of group VIII before and after injections of inspissated filtrate of
anaemic plasma No. 2.

Na ryc. 2 poréwnano wplyw dzialania na liczbe erytrocytéw za-
geszczonego przesaczu osocza anemicznego nr 1 (przesgez ten podawano
krélikom grupy VII) i nr 2 (przesacz ten podawano krélikom grupy VIII).

Jak wynika z przytoczonego wykresu u obu grup krélikéw erytropoe-
tyczne dzialanie podawanego przesgczu zaczyna ujawniaé sie w tym sa-
mym okresie do$wiadczenia, tj. po 8 iniekcjach. W dalszym ciggu do-
swiadczenia efekt wywolany podawaniem zageszczonego przesaczu osocza
anemicznego nr 1 jest wyizszy od wynikéw otrzymanych w rezultacie
wstrzykiwania zageszczonego osocza anemicznego nr 2. Sredni przyrost
liczby erytrocytéw wyniost u krolikéw z grupy VII 950 000 erytrocytow
w mm?, a w grupie VIII — 700 000 w mm3. Po zakonczeniu iniekeji po-
wrot liczby erytrocytéw do normy wyjsciowej przebiegal u obu grup .
rownolegle.
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W ciagu trwania iniekcji ilo§¢ hemoglobiny oznaczana u krélikéw kon-
trolnych i doswiadezalnych, wahala sie w granicach norm fizjologicznych.

Zmiany w ilosci retikulocytow we krwi obwodowej u krolikéw kontrol-
nych i do§wiadezalnych przedstawia ryc. 3. '

Wazrost iloéci retikulocytow u grupy dosw1adcza1ne] wykazat juz pomiar
wykonany po uptywie trzech dni od rozpoczecia iniekcji. Najwigkszy sredni
przyrost ilosci retikulocytow (Yacznie u grupy VII i VIII) zanotowano po
10 iniekcjach. W 10 dni po ostatniej iniekcji poziom retikulocytéw po-
wroécil niemal do poziomu wyjsciowego.
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Ryc. 3. Liczba retikulocytéw w krwi- obwodowej u krolikéw z grupy
do$wiadczalnych i kontrolnych.

Fig. 3. Reticulocyte count in the peripheral blood from experimental
and control groups. -

Obliczenia statystyczne dowiodly, ze réznice w ilosci retikulocytow za-
obserwowane u grup kontrolnych lezaly poza granicami bledu doswiad-
czalnego. Obliczone ,,t” wynosito 5,7 przy K = 38, skad prawdopodobien-
stwo zaistnienia przypadkowego obserwowanej: roznicy P = 0,0000. Ana-
logiczne obliczenia przeprowadwne dla krolikow VI grupy kontrolnej
wykazaly, ze $rednie arytmetyczne (x) obliczone dla pomiarow pxzepro-,
wadzonych w normie i po 10 stosowanych mekc;ach byly takie same, co
wylaczalo potrzebe dalszych obliczen statystycznygh

Na ryc. 4 poréwnano wplyw zageszczonego przesgCzu 030Cza anenncz-‘
nego nr 1 i nr 2 na przyrost retikulocytow we krwi obwodowej u kroéli-
kéw z grupy VII i VIII. Wplyw przesaczu osocza anemicznego nr 1 na
wzrost liczby retikulocytow - byl nizszy niz w wypadku osocza anemicz:
nego nr 2. Wynosil on 300% normy podczas gdy w drugim wypadku;
siegal ponad 400% normy. Znalezmno tez pewne réinice w narastamu‘



358 T. Krzymowski, H. Krzymowska

liczby retikulocytéw w czasie stosowania przesgczu. Pod wplywem prze-
saczu osocza anemicznego nr 1 istotny wzrost ilosci retikulocytéw rozpo-
czynat sie dopiero po czwartej iniekcji, podczas gdy pod wplywem osocza
anemicznego Nr 2 osiggal ponad 250% normy juz po trzech pierwszych
iniekcjach. W pierwszym wypadku krzywa retikulocytozy osiggata swe
maksimum po 10 zastrzykach, w drugim wypadku — po siedmiu zastrzy-
kach. Mimo wyzej wymienionych réznic w reakcji krolikéw otrzymuja-
cych osocze uzyskane od owiec anemizowanych pierwszg lub drugg me-
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Ryec. 4. Llczba retlkulocytow u krélikéw z grupy VII otrzymujacej iniek-

cje zageszezonego przesaczu 0socza anemicznego nr 1 i u krélikéw z grupy

VIII otrzymujacej iniekcje zageszczonego przesaczu osocza anemicznego
nr-2.

Fig. 4. Reticulocyte count in rabbits of group VII before and after in-

jections of inspissated filtrate of anaemic plasma No. 1, and in rabbits

from group VIII before and after injections of inspissated - filtrate of
anaemic plasma No. 2.

toda (ryc. 2 i 4), mozna wyciggnaé ogélny wniosek, ze osocze otrzymane
po wielokrotnych upustach krwi jak i osocze po 1—2- -krotnym upuscie,
roznig sie nieznacznie w dzialaniu erytropoetycznym.
Srednie wartosci otrzymane dla hematokrytu u obu grup doswiadczal-
nych (VII + VIII) i grupy kontrolnej (VI) przedstawiaty sie nastepujgco:
Przedstawione dane dowodza} ze, jak to zauwazylo juz wielu autoréw,

" Grupy badane ; Przed doswiadczeniem Po doswiadczeniu

Grupy doswiadczalne (VII+ VIII) 35 35,5

Grupa kontrolna (VI) 35,2 .35
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hematokryt nie jest miarodajnym wskaznikiem pobudzenia erytropoezy

wywolanego dzialaniem erytropoetyny.

Badanie szpiku u krolikéw w normie wykazalo, ze komorki ukladu ery-
troblastycznego stanowia 37,8%0 mielogramu. Po zakonczonych iniekcjach
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Ryc. 5. Krzywe rozwoju erytrocytow w szpiku
w normie i po zakoficzeniu iniekciji..

Fig. 5. Curves of red cell development in ‘normal

marmw and after mJectlons ’

komérki ukladu erytroblastyeznego - krolikow - dosmadczalnych stano—r
wily 42,4% mielogramu, natomiast u krélikéw kentrolnych pozostaly bez
zmian. Przyjmujac wszystkie komérki ukladu erytroblastycznego za 100%
sporzadzono dla krolikow doswiadczalnych wykres mmogu erytrocytow

w normie i po zakonczeniu iniekeji (ryc. 5).

Krzywe na ryc. 5 wykazujg drobne réznice na poziomie kmérek W po-
dziale mitotycznym, erytroblastow zasadochlmnych i vnelabarwhwyeh,
Nieco wieksza réznice, wynaszaca 5,5% wykazujg krzng na pozmmm ,

erytroblastéw ortochromatyc¢znych.
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Dla ustalenia czy erytropoetyczny wplyw stosowanego przesgczu nie |
wynika w pewnej mierze z obecnosci w nim bilirubiny (23), poddano przy-
gotowane do iniekcji ptyny pochodzgce z osocza mormalnego i anemicz-
nego, badaniu na obecnos¢ bilirubiny. Obie préby wypadly ujemnie co
dowodzi, ze oba przesgcze nie zawieraly bilirubiny, mogacej dzialaé¢ ery-
tropoetycznie. _

Wobec rozbieznych zdan, jakie spotyka sie w pismiennictwie na temat
powigzania erytropoetyny z poszczegélnymi frakcjami biatkowymi oso-
cza — stosowane w do$wiadczeniu osocza anemiczne poddano analizie
elektroforetycznej. W wyniku analizy stwierdzono w badanych plynach:

Przy naniesieniu probki 100 ul — obecnosé albumin.

Przy naniesieniu prébki 1 ml — obecno$é albumin i a-globulin.

Przy maniesieniu prébki objetosci 1 ml (réwnowaznej 10 ml osocza) nie
znaleziono w niej f-globulin, z ktérymi, miedzy innymi, ma by¢ powig-
zana erytropoetyna, wedlug Ersleva i Lavietesa (10).

Dla rozszerzenia danych o chemizmie stosowanego przesaczu zawiera-
jacego erytropoetyne, poddano go analizie chromatograficznej, ktérej wy-
niki poréwnano z wynikami analizy- chromatograficznej przesaczu otrzy-
manego z normalnego osocza owiec. Na podstawie oceny wizualnej inten-
sywnosci zabarwienia plam poszczegolnych aminokwaséw na poréwny-
wanych chromatogramach, mozna stwierdzié, ze w przesaczu otrzymanym
z osocza anemicznego wystepowato wiecej kwasu glutaminowego, gluta-
miny, glikolu, treoniny, argininy i lizyny, niz w przesaczu przygoto-
wanym z normalnego osocza. Intensywnos$é plam pozostalych aminokwa-
s6w, wystepujacych w przesgczu osocza normalnego, mie réznita sie od
intensywnosci plam aminokwas6w wystepujacych w przesaczu osocza ane-
micznego. Nie stwierdzono tez zadnych réznic jakosciowych w wystepo-
waniu wolnych aminokwaséw w obu poré6wnywanych przesagczach. Wobec
istniejacych w piSmiennictwie wzmianek (23), na temat erytropoetycznego
dzialania tyrozyny — zwrécono szczegélng uwage na wystepowanie tego
. aminokwasu w obu poréwnywanych przesaczach. Stwierdzono, ze plamy
tyrozyny na obu chromatogramach posiadaty to samo natezenie barwy
i bardzo zblizong powierzchnie (obliczong planimetrycznie), co wskazy-
waloby na wystepowanie tyrozyny w jednakowej ilosci zaréwno w prze-
sgczu osocza normalnego jak i dnemicznego.

WNIOSKI

1. Anemizowanie owiec 1-—2 upustami krwi (/s krwi krazacej), lub
wielokrotnymi upustami w ciggu tygodnia (100% krwi krazacej), powo-
duje pojawienie si¢ w ich osoczu czynnika erytropoetycznego (erytropoe-

tyny).
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2. Osocze uzySkane od owiec anemizowanych dwoma wyzej wymie-
nionymi sposobami dziala w réwnym stopniu erytropoetycznie.

3. Zageszczony przesgcz osocza erytropoetycznego, wstrzykniety do-
$wiadczalnym myszkom lub krélikom, pobudza u nich erytropoeze wyra-
zajacy sie przyrostem liczby retikulocytow w krwi krazacej o okoto 300-—
400% i erytrocytéw o okoto 15%, oraz ogélnym wzrostem liczby komérek
erytroblastycznych w szpiku i nieznacznym przesunieciem w procentowym
sktadzie komdérek w ramach tego ukladu.

4. Ze wzgledu na konieczno$¢ wielokrotnego pobierania krwi u bior-
céw przesaczu erytropoetycznego osocza — stwierdzono, ze kroliki sa;
bardziej przydatne niz myszki do testowania erytropoetyny.

5. Podawanie skoncentrowanych przesaczéw osocza moze w pelni za-
stapi¢ stosowanie duzych ilosci pelnego osocza, lub jego przesaczow.

6. Gotowanie osocza przez 10 minut, oraz ogrzewanie przesgczu tego
osocza w ciggu nastepnych 20 godzin w te'mpera’ourze okolo 45°C, nie
niszezy erytropoetyny. - - - :

7. Dla unikniecia niekorzystnego dzialania ubocznego przesgczu osocza
na organizm bi'orcy, nalezy przed wstrzykiwaniem doprowadzi¢ pH prze-
sgczu do 7,4.

8. W zageszczonym przesgczu anemicznego 0s0cza stherdmno obec-
no§¢ albumin i $lady a-globulin. Nie znaleziono natomiast p i y-globulin.

9. W przesgczu osocza anemicznego wystepujg te same wolne amino-
kwasy co i w przesgczu osocza normalnego. Zauwazono natomiast w wy- .
stepowaniu ich pewne roéznice ilosciowe: w przesgczu osocza anemicznego
wystepuje wiecej kwasu glutaminowego, glutaminy, glikokolu, treoniny,
lizyny i argininy, niz w przesgczu osocza.normalnego.

10. Nie znaleziono korelacji miedzy dzialaniem erytropoetycznym prze-
sgczu z 0socza anemicznego, a poziomem tyrozyny w tym przesgczu.

11. Owce mogg byé¢ uzywane jako dawcy duzych ilosci osocza erytro-
poetycznego, co moze znalezé zastosowanie przy produkeji erytrorpoetyny
na wiekszg skale, z wykorzystaniem owiec rzeznych.

T. Kmlnmncxn, I‘ Knumoncka

HEPBHASI H TYMOPAJILHAS PEI‘YJUHIHH IIPOIIECCOB RPOBETBOPEHHH
Y DR.I/IBOTHI)IX

II McnemoBanue 3pHTPOMOSTHYECROrC (AKTODSE NONYYEHHOTO M3 mmsam osen
[ emnepm!emaxhnoﬂ an’eleﬁ -

Conmep x 9 :1 e
HeccnenoBanusa NpPOBOJUINCH BB OBHAX, KPOAUKAX M MHEIAX: Omewem, 410 AHEMH-

SAPOBaRHE OBen 1—2 KparTHHIM :EpoBenyckanuen (309 umprydspy®IiHef KPOBN) HIAN
MHROTOKDATHEIMH KDOBeNYCKAHAMMY, TPOH3BONMMHME: HA IDPOTAXeHHH Nemenn - (100%
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GYPEYZHEpPYOIeA KDPOBH) NPHBOAHT K MOABIGHHWI B IIa3Me 3PHTPONOBTHIECKOTO (pa-
KTOpa. JDHTPONOSTHYECKas IIAZMA NOABEPralach 10 MHHEYTHOMY KHIAYEHHI H (HIb-
Tpanun: ¢EIBIPAT Barymanca 10-KpATHO IyTeM OTIADHDOBAHWA. CTymeHHLH $HIBT
PAT, BOPHICHYTHA KEDONHUKAM HIM MBHIAM BH3HRBAET Y HHX 3DHTDOIB3 NPHBOAA K IO-
BHIIEHH® YHCIA DETRKYJONHTOB Ha 800-—400%, (puc. 3) B 9pATPONHTOR Ha 159, (p=c. 1).

B kocTHOM MoO8re EabIpasercd HOBLINEHHE THCIA KIETOK 3PHTPOGIACTEYECKOR CHC-
TOMH ¢ HeOOUBIEME KOTeCAHEAME B NPONGRTHOM COCTABE KIETOK BTOH CHCTEMH! (pPHC. 5).
Kpome T0r0 HCCHeXOBAHAA HOKABAIN:

1. IlonaBadHe CKOHNEHTPHPOBAHEHX (UIBLTPATOB AHEMH3HDOBAHHON IIIA3MH BIIONHE
MOXOT 34MECTHTH IPHMeHeRMe GONBIIAX KOUWECTB IENOCTHON INMASMB HIE ee $Mib-
TpaToB. - ;

2, 10-MEAYTHOS KANAIeHHe ILIa3MH ¥ OGOTDeBaHHE ee $UILTPATOB B TeUeHHE CHELY-
' omux 20 MEAYT B TeMIeparype OKoko 45°C He paspymIaeT SPHTPONOSTHHA.

' 3. B KOHHeHTPUDOBAHHOH (QHIBLTPAT® PPHTPONOSTHYECKON INIASMEL SICKTPOPODETH-
qeCKHM MeTOlioM OGHADYZeHO HalHYHe aXbGYMHHOB H ciep ambpa-raobynmmos. He o6-
Hapy®EHO ONHAKO 0eTa M raMMa-TI06yIHHOB.

4. B ¢uiabrpare SPATPONOITHIECKON ITA3MHL COLEPEATHCH Te Xe CBOGOHBIE AMHHO-
KHCIOTH 970 H B $uibrpaTe HOPMANBHON INa3Mbl (XpPOMAaTOrpadHIECKHe HCCHEL0BA-
HHA). OTMETCHE OJHAKO HEKOTODHE KONHYeCTBEHHbIe PACXOKIEHHA: B QHILTPATE 3pu-
TPONO3THIECKON ILIASMH COAePEHUTCA OOXbHIe TINTAMHHOBON KHCIOTH, IIIOTAMHMEHA,
TIHKOKONA JIH3HAA H APIEHHEHA, I8M B ¢rABTPATAX HOpManbHOW mIasMul. He o6mapy-
HEHA KOPeIANHa MeX[y JPHTPONOSTHIECKHM JeHCTBAeM (yIHTDATA B AHEMABHPOBAH-
HOW IIa3Me M yPOBeHb THPOSHHA B 3TOM (HABTpaTe.

OBUE MOryT OHTH HCHONB30BAHH KaK JOHODH GONBIIAX KONTHIECTB BPHTPONOITHIEC-
KOW OUABMH, UT0 MOXET HANTH NDHMEHeHHe IDH H3rOTOBIEHHH 3DHTPONOBTHHEA B GOIb-
mom Macmrale ¢ HCIOIb30BaHHEM YGOWHHX OBel.

T.Krzymowski, H Krzymowska

NERVOUS AND HUMORAL REGULATION OF HAEMATOPOIETIC PROCESSES
IN ANIMALS

II. Studies on the erythropoietic factor from the plasma of sheep
with experimental anaemia

Summary

The studies concerned sheep, rabbits, and mice. Anaemia induced in sheep by
1—2 bleedings (30%0 of the circulating blood), or repeated bleedings during one week
(100% of the circulating blood), caused appearance in the plasma of the erythro-
poietic factor. The erythropoietic plasma was boiled 10 min., filtered, and inspissated
to one tenth of volume. Injected to rabbits or mice, it stimulated erythropoiesis caus-
ing reticulocytes to rise by 300—400% (diagram 3), and erythrocytes by 15% (dia-
gram 1). The number of cells of the erythroblastic system increased, showing a slight"
shift in the percental patiern within the system (diagram 5). Further, the investiga-
tions showed that: (1) administration of concentrated filtrates of anaemic plasma
may well be administered in the place of large volumes of whole plasma or its
filtrates; (2) erythropoietine is not destroyed by 10 min. boiling of the plasma and
subsequent 20 hour heating of the filtrate at about 45°C;-(3) electrophoresis revealed
in the inspissated filtrate of the erythropoietic plasma albumins and traces of
a-globulins, but no f- or v-globulins; (4) chromatography revealed in the filtrate
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of the erythropoietic plasma the same free aminoacids as in normal plasma, but with
some quantitative changes, namely the former contained more glutamic acid,
glutamine, glycocoll, lysine, and arginine; (5) there was no correlation between the
erythropoietic effects of the anaemic-plasma filtrate and the level of tyrosine in it;
(6) sheep may be used as donors of large amounts of erythropoietic plasma, which
may be useful in the production of erythropoietine on a major scale, also from
slaughter animals.

PISMIENNICTWO

1. [Aleksandrowicz J.: Pol. Gaz. Lek., 1935, 14, 35. — 2. Althoff H., Werner H.: Acta
Haem., 1957, 18, 2, 126. — 3. Bonsdorf E.: Acta Physiol. Scand., 1949, 18, 51. — 4. Boy-
cott A. E., Douglas C. G., Price-Jones C.: Journ. Path. Bact., 1911, 15, 116. — 5. Car-
not P., Deflandre C.: Compt. rend. Acad. Sci., 1906, 143, 384. — 6. Crafts R. C., Mei-
neke H. A.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1956, 92, 222, — 7. Dinning J. S., Day P. L.:
Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1956, 92, 115. — 8. Doring G. K.: Arch. f. d. ges. Physiol,,
1948, 249, 631. — 9. Doring G. K., Loeschcke H. H.: Arch. f. d. ges. Physiol., 1949, 251,
220. — 10. Erslev A. J., Lavietes P. H.: Blood, 1954, 9, 1055.

11. Férster J.: Biochem. Ztsch., 1924, 145, 309. — 12. Férster J., Kiss F.. Biochem.
Ztsch., 1925, 160, 442. — 13. Fried W., Plzak L., Jacobson L. O., Goldwasser E.: Proc.
Soc. Exp. Biol. Med., 1956, 92, 203. — 14. Fried W., Plzak L., Jacobson L. O., Gold-
wasser E.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1957, 94, 237. — 15. Gibelli C.: Arch. f. exp.
Path. u. Pharmak., 1911, 65, 248. — 16. Gley P., Delor J.: Compt. rend. Soc. biol., 1955,
149, 78, 635. — 17. Goldwasser E., Jacobson L. Q., Fried W., Plzak L.: Science, 1957,
125, 1085. — 18. Goldwasser E., Jacobson L. O., Fried W., Plzak L.: Blood, 1958, 13,
55. — 19. Gordon A. 8., Dubin M.: Am. J. Physiol., 1934, 107, 704. — 20. Gordon A. S.,
Piliero 8. J., Kleinberg W., Freedman H. H.: Proc. Soc, ‘Exp. Biol. N. Y., 1954, 86,
225,

21. Gordon A. S., Piliero S. J., Tannenbaum M.: Am. J. Physiol.,, 1955, 181, 585. —
22. Gordon A. S., Piliero S. J., Medici P. T., Siegel C. D., Tannenbaum M.: Proc. Soc.
Exp. Biol. Med., 1956, 92, 598. — 23.- Grant W. C., Root W. S.: Physiol. Rev., 1952,
32, 449. — 24. Hodgson G., Toha J., Gunther B.: Bol. Soc. Biol., 1952 (wedlug 23). —
25. Hodgson G., Toha J.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1954, 86, 255. — 26. Jacobson L. O.,
Goldwasser E., Fried W., Plzak L. Nature, 1957, 179, 633. — 27. Jacobson L. O., Gold-
wasser E., Plzak L., Fried W.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1957, 94, 243. — 28. Kopol-
dowa J.: Cas. Lekafu Ces., 1950, 89, 416, — 29. Krafka J.: Jour. Lab. a, Clin, Med.,,
1931, 17, 428. — 30. Kinard F. W., Ellis D. W.: Anat. Rec,, 1949, 105, 556.

31. Leffkowitz M., Leffkowitz -A.: Ztschr. f. d. ges. exp. Med. 1926, 48, 276 —
32. Linmann J. W., Bethell F. H.: Blood, 1956, 11, 310, — 33. Loeschcke H. H.: Ztschr.
" {. Vitamin-Hormon u. Fermentforseh;; 1850, 2, 346. — 34. McFaren E. F.: Anal. Chem,,
1951, 23, 168. — 35. Mirand E. A., Prentice T. C.: Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 1957,
95, 164. — 36. Miiller P. T.: Arch, f, Hyg., 1912 (wedlug 23). — 37. Plzak L. F., Fried W.,
Jacobson L. O., Bethard W. F.: J. Lab. Clin. Med., 195546, 671. — 38. Rambach W. A,
Alt H. L., Cooper J. A.: Blood, 195%, 12, 1161. - 39. Reissnian K. R.: Blood, 1950 3,
372, — 40. Rosenfeld J.: Wiad. Lek,, 1934,'8, 212.

41. Seip-Martin: Acta Paediatr,, 1955, 44, 6, 509. — 42, Yu—Tin-Tez J. Chosen M. A
1938, 28, 129, cyt. w Chem. Abstr., 1938, 33 213 '

Otrzymano dnia: 16. II. 1959 ‘r.



