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Liczne badania, jakie od 1906 r. [1] prowadzono nad dzialaniem erytro-
poetycznego osocza na pobudzenie aktywnosci ukladu czerwonokrwinko-
wego dotyczyly dotagd przede wszvstkim drobnych zwierzat laboratoryj-
nych z gromady ssakow.

Erytropoetyczne osocze, otrzymywane od doswiadczalnie anemizowa-
nych myszy, krolikéw i szczuréw wstrzykiwano nastepnie zwierzetom
tego samego gatunku, osiggajgc u nich znaczny wzrost ilosci erytrocytow
i retikulocytow we krwi krazacej [2, 3, 7, 9, 10, 11, 12 15, 17 i in.], oraz
typowe zmiany w szpiku [15, 16 i in.].

Dzieki dotychczasowym badaniom stwierdzono, ze zawarty w anemicz-
nym osoczu ,,czynnik erytropoetyczny” (,,erytropoetyna’’) ma wiele cech
hormonu, jakkolwiek, mimo licznych prac na ten temat, dotad nie ziden-
tyfikowano jeszcze ostatecznie ani istoty chemicznej [5, 8, 13 i in.], ani
miejsca wytwarzania tego zwigzku [6, 9, 15 1 in.].

Najbardziej umotywowane doswiadczalnie wydaja sie wnioski Jacob-
sona i wsp. [14], ktorzy wigzg wytwarzanie erytropoetyny z funkcjg nerek.

W dziedzinie badan nad chemizmem czynnika erytropoetycznego praca
Rambacha i wsp. z 1957 r. sugeruje przynaleznos¢ tego zwigzku do mu-
koproteidéw, powigzanych z alfa-2-globuling.

Pewnym utrudnieniem w rozszerzeniu badan nad dzialaniem 1i istotg
erytropoetyny byly mate ilosci erytropoetycznego osocza, otrzymywanego
od doswiadczalnie anemizowanych zwierzat i uzywanego nastepnie do
pobudzenia aktywnosci uktadu czerwonokrwinkowego biorcow. Zagadnie-
nie to rozwigzalo stwierdzenie, ze czynnik erytropocetyczny, uzyskiwany
z osocza duzych zwierzat (owiec) nadaje sie w pelni do stymulacji ery-
tropoezy u zwierzgt laboratoryjnych [16].
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Stwierdzony w danym przypadku brak specyfiki gatunkowej erytro-
poetyny w obrebie gromady ssakow sklonil nas do zajecia sie zagadnie-
niem jej oddzialywania w obrebie innej gromady zwierzat, a mianowicie
u rvb.

Liczne badania nad dzialaniem hormonéw, otrzymywanych z organiz-
mow ssakow wykazaly jak wiadomo ich bardzo zblizone dzialanie na orga-
nizmy ryb. Podjete przez nas doswiadczenie nad wplywem czynnika ery-
trcpoetycznego, uzyskanego z osocza doswiadczalnie anemizowanych
owlec na erytropoeze u karpi — mialo na celu rozszerzenie wiadomosci
o istocie hormonalnej erytropoetvny i zasiegu jej dzialania w $wiecie
zwierzecym.

METODYKA

Do badan uzyto zageszczonego przesaczu osocza doswiadczalnie anemizowanych
owiec, ktory wstrzykiwany podskoérnie myszkom i krolikom w ilo$ci okolo 4 ml na
1 kg wagi ciala wywolywal u nich pobudzenie aktywnosci ukladu czerwonokrwin-
kowego, wyrazajace sie we wzroscie ilosci erytrocytow (ponad 15%0) i retikulocytow
(okolo 400°/6) we krwi krazacej i w ogoélnym wzroscie ilosci komoérek erytroblastow
w szpiku. Uzywany przesacz przygotowywano metodg omowiong w pracy T. Krzy-
mowskiego i H. Krzymowskiej.

Dzieki temu ze omawiany przesgcz byl 10-krotnie zageszczony w stosunku do
wyjsciowe] ilosci osocza, mozna bylo, stosujac iniekcje objetosci 0,5 ml, podaé rybom
0 wadze okolo 80 g w 2 zastrzykach réwnowaznik 10 ml erytropoetycznego osocza,
a wiec ilos¢ bardzo znaczna w poréwnaniu z iloscig stosowana zwykle dla zwierzat
laboratoryjnych.

Jako kryterium aktywnosci ukiadu czerwonokrwinkowego u ryb przyjeto ilo$é
erytrocytow w 1 mm? krwi krazacej, oraz ilos¢ erytroblastow obliczong na 1000 ery-
trocytow.

Do doswiadczen uzyto 122 karpi w wieku okolo 1 roku i wadze okolo 80 g. W ciggu
zimy karpie te przebywaly w osrodku zarybieniowym w Montowie, pow. Nowe Mia-
sto, woj. olsztynskie. 27. IV. 1959 r. przywieziono je do pomieszczenia, w ktoérym
przeprowadzano badania i umieszczono w akwarium ze stalym przeplywem wody
o temperaturze okolo 10°C i nasyceniu tlenem okolo 6 mg/l. W ciggu okresu adap-
tacyjnego trwajacego 7 dni i w czasie przebiegu do$wiadczenia karpi nie karmiono.
U badanych osobnik6w nie zauwazono zadnych objawow choréb zakaznych. Nie-
zroznicowane plciowo karpie podzielono losowo na 5 grup, po 20—30 sztuk w grupie.
W zaleznosci od ilosci wstrzykiwanego rybom erytropoetycznego ekstraktu utworzono
3 rozne grupy doswiadczalne: i, II, III. Dwie grupy Kkontrolne IV i V otrzymy-
waly zastrzyki analogicznego ekstraktu normalnej plazmy owczej lub plynu fizjolo-
gicznego. Wstrzykiwane rybom plyny wprowadzano domiesniowo w okolicy pletwy
grzbietowe].

W 1. grupie dos$wiadczalnej (30 sztuk) kazdej rybie wstrzyknieto pierwszego dnia
po 1 ml dziesieciokrotnie zageszczonego przesgczu o0socza erytropoetycznego, a dru-
glego dnia po 0,5 ml tegoz ekstraktu. Krew do badania pobrano w 22 godziny po
drugim zastrzyku (okolo godz. 13).

W 1II. grupie doswiadczalnej (22 sztuki) kazdej rybie wstrzyknieto pierwszego
i drugiego dnia doswiadczenia po 0,5 ml zageszczonego przesaczu erytropoetycznego
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osocza owiec. Krew do badania pobrano w 24 godziny po ostatnim zastrzyku
(godz. 14).

W III. grupie doswiadczalnej (24 sztuki) kazdej rybie wstrzykiwano codziennie
w ciggu 4 dni po 0,5 ml zageszczonego przesgczu erytropoetycznego osocza owiec.
Krew do badania pobrano w 24 godziny po ostatnim zastrzyku (okolo godz. 17).

W 1IV. grupie kontrolnej (22 sztuki) kazdej rybie wstrzyknieto pierwszego i dru-
giego dnia doswiadczenia po 0,5 ml zageszczonego przesgczu normalnego osocza
owczego. Krew do badania pobrano w 24 godziny po ostatnim zastrzyku, o godz. 14.

W V. grupie kontrolnej (22 sztuki) kazdej rybie wstrzyknieto pierwszego i dru-
giego dnia doswiadczenia po 0,5 ml pilynu fizjologicznego (0,65°0¢ roztwér chlorku
sodu). Krew do badania wzieto w 24 godziny po ostatnim zastrzyku, o godz. 13.

Krew do badania od wszystkich ryb pobierano z tetnicy ogonowej. Pobrang przy
pomocy pipety Pasteura krew umieszczano na plytce porcelanowej zwilzonej hepa-
ryng i nastepnie wprowadzano od mieszalnikéw Potaina, rozcienczajgc jg ptynami
0 nastepujgcym skladzie:

plyn A — czerwien obojetna 25 mg, chlorek sodu 0,6 g, woda destylowana 100 mi;

ptyn B — fiolet krystaliczny 12 mg, cytrynian sodu 3,8 g, formalina 0,4 ml, woda
destylowana 100 ml,
przy czym plynu A pobierana 1/3 mieszalnika, a plynu B 2/3.

Ponadto robiono po dwa rozmazy: na erytroblasty i na retikulocyty z blekitem
Nilu.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, obliczajac ,,p” — prawdopodo-
bienstwo przypadkowego zaistnienia roznicy miedzy wynikami uzyskanymi dla grup
doswiadczalnych i IV grupy kontrolnej, otrzymujgcej zastrzyki przesaczu normalnego
osocza.

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych obliczen ilos¢ erytrocytow w krwi obwo-
dowej u poszczegolnych grup doswiadczalnych i kontrolnych po zakoncze-
niu iniekcji przedstawiala sie w sposéb uwidoczniony na zalaczonej tabeli 1.

Na podstawie obliczen statystycznych wykonanych 1gcznie dla grupy 1111
(otrzymujacych po 2 wstrzykniecia przesaczu osocza erytropoetycznego)
w poréwnaniu z IV grupg kontrolng (otrzymujaca 2 wstrzykniecia prze-
sagczu plazmy normalnej), stwierdzono, ze w ukladzie tym ,p” wynosi
0,0001, a wiec otrzymane wyniki sg istotne. Natomiast obliczenia staty-
styczne przeprowadzone dla réoznicy w poziomie erytrocytow miedzy
grupg III doswiadczalng (otrzymujacg po 4 wstrzykniecia przesgczu erytro-
poetycznego) i IV grupg kontrolng wykazaly, ze w danym przypadku ,,p”
wynosi 0,891, czyli ze otrzymane tu réznice lezag w granicach biedu do-
Swiadczalnego.

W grupie III, ktérej kolejne iniekcje powtarzano przez 4 dni, zanoto-
wano réwniez w czasie trwania doswiadczenia wysoki procent Smiertel-
nosci ryb (36%), oraz wyciekanie wstrzykiwanego w ostatnich dniach
piynu przez otwory powstale po pierwszych iniekcjach.

29*
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Drugim z kolei wskaznikiem stwierdzajgcym stopien nasilenia erytro-
poezy u badanych ryb bylo wystepowanie erytroblastow we krwi obwodo-
we] po zakonczeniu iniekcji. Wyniki tego badania ilustruje tabela 2.

Tabela 1. Ilo$¢ erytrocytow we krwi obwodowej u poszczegdélnych grup doswiad-
czalnych ryb po zakonczeniu iniekcji.
Table 1. The number of red cells in the peripheral blood in particular experimental
groups of fishes after termination of injections.

\ ' Réznica pomiegdzy iloscia erytrocy-

Grupa Tlos¢ ba- | ' ‘Srednia ilos¢ | tow u danej grupy, a iloscia u IV
1) danych | Wstrzykiwane ptyny 2 ) erytrocytow grupy kontrolnej 5)
ryb 2) | 'w I mm?® 4) |
1 ‘ ‘ w tysiacach 6) ‘w procentach 7)
| N | |
1 1 1
I 20  Przesaczerytropoetyczny S)i 998.000 | -+ 162.000 + 19
n 20 . - 1010.000 + 174000 |+ 208
m 15 . ‘ 906000 | + 70000 |+ 8
|
v 19 | Przesacz normalny 9) | 836.000 = ‘ =
\% ‘ 21 | Plyn fizjologiczny 10) | 857.000 + 21.000 4 2
| \ ‘ |

Group 1); number of fishes examined 2); liquids injected 3); average red cell
count in 1 q. mm. 4); differences in red cell count between particular experimental
groups and control group IV 5); in thousands 6); in per cents 7); erythropietic fil-
trate 8); normal filtrate 9); physiological saline 10).

Tabela 2. Ilos¢ erytroblastow we krwi obwodowej u poszczegolnych grup doswiad-
czalnych ryb po zakonczeniu iniekcji.

Table 2. The number of erythroblasts in the peripheral blood of particular expe-
rimental fishes after termination of injections.

} i

Roéznica miedzy Srednia iloscia

Grupa Ilos¢ ba- _ l Srednia ilos¢ \ erytroblastow w danej grupie,
1) danych | Wstrzykiwene plyny 3) | erytroblastow | 5 iloscia u 1V grupy kontrolnej 5)
‘ ryb 2) s w 0//00 4)
| ‘ \w sztukach °/q 6)' w procentach 7)
| | | | |
I } 20 Przesacz erytropoetyczny 8) 9,30 | 4 5,25 ‘ 129
1
m . 20 | ,, 11,65 | + 7,60 187
[ | |
I 15 . 6,66 + 2,61 | 64
v | 19 l Przesacz normalny 9) | 4,05 | — —
\ 21 Plyn fizjologiczny 10) 490 | +085 20

i J
Group 1); number of fishes examined 2); liquids injected 3); average number of
erythroblasts in %o 4); differences in the number of erythroblasts between particular

groups and control group IV 5); in absolute figures %o 6); in per cents 7); erythro-
poietic filtrate 8); normal filtrate 9); physiological saline 10).
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Obliczenia statystyczne wykazaly, ze ,,p”’ obliczone dla grupy I i II
w porownaniu z grupg 1V wyniosto 0,0003, a wiec otrzymane réznice sg
istotne. Natomiast réznica miedzy wynikami obliczonymi dla grupy III
1 IV lezy w granicach btedu doswiadczalnego.

U wszystkich badanych grup ryb we krwi obwodowej przewazala ilosé
erytroblastow ortochromatycznych. U grup doswiadczalnych bytlo ich pro-
centowo znacznie wiecej niz u kontrolnych. Erytroblasty polichromatyczne
spotykano znacznie rzadziej, a bazofilnych nie spotykano u zadnego bada-
nego osobnika.

Podziat erytroblastow wedlug stopnia ich rozwoju u poszczégélnych
grup ryb przedstawia sie nastepujgco:

Tabela 3. Podzial erytroblastow wedlug stopnia ich rozwoju.
Table 3. Erythroblasts according to degree of development.

| | e 552 5
‘ & 5 /
Grups | Tioké | Srednia ilo$¢ erytroblastow w /o, 4)
1 | badanych Wstrzykiwany plyn 3) ) o
) ‘ 2) polichromatycznych | ortochromatycznych
| 5 6)
|
| 20 ‘ Przesacz erytropoe- | 0,55 8,75
' tyczny 7)
11 20 5% ” 2,75 8,90
111 15 ., . | 0,66 | 6,00
1v 19 Przesacz normalny 8) 0,42 ‘ 3,60
% 21 Plyn fiziologiczny 9) | 1,38 ; 3,52
l |

Group 1); number of fishes examined 2); liquid incjected 5); average number of
erythroblasts in %o 4); polychromatic 5); orthochromatic 6); erythropoietic filtrate 7);
normal filtrate 8); physiological saline 9).

Proba ustalenia aktywnosci ukladu czerwonokrwinkowego u badanych
ryb na podstawie obliczenia ilosci retikulocytéow we krwi kragzacej nie
dala pozytywnego rezultatu. Sposréd 92 rozmazéw zabarwionych przyzy-
ciowo bitekitem Nilu, tylko na 2 znaleziono prawidlowo wybarwione reti-
kulocyty.

OMOWIENIE WYNIKOW

Przytoczone wyniki, ilustrujgce nasilenie proceséw erytropoetycznych
u badanych ryb na podstawie obliczenia iloSci erytrocytow i erytrobla-
stow we krwi krgzgcej dowodzg, ze:

1. Zastosowany przesgcz osocza anemizowanych doswiadczalnie owiec
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dziala erytropoetycznie rowniez w obrebie innej gromady zwierzat, a mia-
nowicie na ryby.

2. Zastosowane 4-krotnie wieksze (w stosunku do wagi ciala) dawki prze-
saczu erytropoetycznego od dawek podawanych uprzednio zwierzetom
laboratoryjnym z gromady ssakow (kroliki, myszy) wywolaty przyrost
ilosci erytrocytow we krwi krgzacej u ryb o okoto 20% normy, a wigc
w granicach obserwowanych u innych zwierzat doswiadczalnych [16] *.

3. Stosowanie jednorazowo wiekszych od 0,5 ml ilosci przesgczu dzia-
lalo ujemnie na ryby, powodujac wzrost Smiertelnosci. Te same skutki wy-
wotywaly kilkakrotne (4-krotne) iniekcje, po ktérych nie obserwowano
ponadto pobudzenia erytropoezy (grupa III doswiadczalna).

4. W naszych badaniach przyzyciowe barwienie retikulocytow bigkitem
Nilu nie dalo zadowalajacych rezultatow.

I Eocumosgcra, C. Heanscka, A. Bunnuyru

BJIUAHUE HSPUTPOMOATHYECKOTO ®AKTOPA TIJIA3MBI OBEIl HA SPUTPOIIOH3
Y KAPIIA (Cyprinus carpio L.)

Codepocanne

[pomonxas HCCIeJOBARHA DPHTPOIO3THHA NPOU3BEJeHO dKCIePAMEHTR! C eJbi0 BbI-
SICHeHHsS eT0 IeNCTBHA N0 OTHONMEHHK K KUBOTHHIM HApyroro kinacca. Peibam (Cypri-
nus carpio L.) B Bo3pacre I roma BOIPDHCKHBAJIH BHYTPUMBIMEIHO 3arymeHHBIH ¢uUnb-
TpaT 3PATPONO3THIECKOH IIa3Mbl MOAYYeFHOW OT HCKYCCTBEBHO aHEMH3HPOBAHHBIX
OBell.

IIpunaraeMele pe3yiIbTaThl 0TOOpaXanT OUHHAMHKY SPHTPONOBTHYECKHX IPOLECCOB
y HceledyeMbIX pbl6 Ha OCHOBAaHMH IOJCIETA 3PHTPOUHTOB M 9PHUTPOOIACTOB B LHUPKY -
aupynmel KpoBH. BBIBOABKI:

1. IpuMenseMblil PUIBTPAT MIA3MbI HCKYCCTBEHHO aHEMH3HPOBAHHBIX OBell yCH-
JAEBaeT 3PUTPONOS3 M Yy KHBOTHEIX ADPYIOro Klacca, a HMeHHO y pHIG:

2. IpuMenenre ydeTBepeHHON (IO OTHONEHHIO K BeCy KHBOTHOTO) JO3BI DPHUTPONO-
9THYeCKOTO HUIBTPATA IO CPABHEHHIO € MN03aMHM IPUMeHAEMBIMH [0 TOTO y xabopa-
TOPHBIX AMBOTHBIX H3 KJacCa MJeKONHTAWIWX (KPOINMKH, MBIIIH) OPHEENO K yBelu-
9eHHI0 CONepEAHHSA SPUTPOLUUTOB B IAPKYAHPYOMel KpoBH Y pbib Ha 209 HOpMBL, Takne
&e mpele bl HAOTOZAIUCh y APYTUX 1a00pPaTOpHLIX KHBOTHBIX.

3. OgHOoKpaTHOe IpuMeHeHHe Gonbme deM 0,5 Mn ¢unbTpara OokasbiBaer y phIO He-
3HAYHUTEeNbHOE HeHCTBHe H COJeTaecTs CO 3HAYHTeNbHON cMepTHOcTHIO. Takue Xe pe-
3yJbTATHl HOJNYYaJIHCh NMOCIe MHOTOKDATHHIX (4 pasa) MHABEKIHWH, KOTOpble He IIPHBO-
IUIH K YCHIEHHI 3PUTPOIO33a.

* Wynik ten potwierdza spostrzezenie szeregu autoréw, przeprowadzone w czasie
badan na zwierzetach laboratoryjnych, ze zwiekszenie dawek czynnika erytropoetycz-

nego ponad pewne optimum nie powoduje dalszego réwnolegltego wzrostu pobudze-
nia erytropoezy [4, 18].
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THE EFFECT OF THE ERYTHROPOIETIC FACTOR FROM SHEEP PLASMA
ON ERYTHROPOIESIS IN CARPS (CYPRINUS CARPIO L)

Summary

In continuing studies on erythropoietine, its action within a different class of
animal was investigated. A concentrated filtrate of erythropoietic plasma from
experimentally anaemized sheep was injected to carp (Cyprinus carpio L.) yearlings.

The results, based on counts of erythrocytes and erythroblasts in the circulating
blood, show that:

1. The filtrate also promoted erythropoiesis in animals belonging to a different
class, viz., in fishes.

2. Per — body — weight doses four times more than given earlier to mammals
{(rabbits and mice) increased the number of red cells in the circulating blood of fisnhes
by roughly 20", that is, gave an increasment within the limits noted in other expe-
rimental animals.

3. Single doses of more than 0.5 ml. and killed a notable percentage of the fishes.
Repeated (4) injections had the same effect and failed to stimulate erythropoiesis.
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