ACTA PHYSIOLOGICA
POLONICA
1958, IX, 6

J. IWANOWSKA, A. GROCHULSKI, E. SAMOJLIK

WPLYW WEGLANU WAPNIA I WERSENIANU
NA POWSTAWANIE KRZYWICY DOSWIADCZALNEJ U SZCZUROW

Z Zakladu Badania Organopreparatow i Witamin Instytutu Lekéw w Warszawie
Kierownik: mgr J. Iwanowska
Dyrektor Instytutu: prof. dr P. Kubikowski

Metody biologiczne stosowane jako najbardziej selektywne w analizie
leké6w i innych produktéw zawierajagcych witamine D, sg jak wiadomo
bardzo czasochlonne i dlugotrwalte ze wzgledu na trudnos$ci w wywotaniu
krzywicy do$wiadczalnej u zwierzat. Nasuwa to potrzebe skrécenia czasu
powstawania krzywicy przy jednoczesnym otrzymywaniu wyraznego jej
obrazu.

Wzmianki napotkane w piSmiennictwie (1, 2) wprawdzie bardzo lako-
niczne, dotyczace krzywiczotwoérczego dzialania jonéw Ca podawanych
jako weglan wapnia i zwigzkéw kompleksowych, nasunely nam mys] za-
stosowania weglanu wapnia i kwasu etyleno-dwuamino-czterooctowego
zwanego wersenianem jako czynnikéw przyspieszajacych rozwijanie sie
krzywicy.

W tym celu przeprowadzono réwnolegle dwie serie doswiadczen, w jed-
nej badano dzialanie krzywiczotwércze weglanu wapnia i jonéw Ca
a w drugiej dzialanie wersenianu. W obu wypadkach doS§wiadczenia prze-
prowadzano na szczurach mlodych, albinosach wagi od 40—50 g. Zwie-
rzeta przez caly czas do$wiadczenia poczawszy od 21 dnia Zycia pozosta-
watly na diecie Mc Colluma pozbawionej catkowicie witaminy D o skladzie:

kukurydza zo6lta pelna mielona 33 g

pszenica pelna mielona . . . 33 g
gluten pszenny mielony . . . 15 g
Ca=COg A .
NaCl . « « ¢ ¢« & &« 5= « « 1 g

Zawiesine wodng weglanu wapnia i wodny roztwo6r wersenianu poda-
wano szczurom przy pomocy sondy.

W pierwszej serii doSwiadczenia weglan wapnia podawano szczurom
podzielonym na cztery grupy w trzech dawkach: 10 mg, 15 mg, 25 mg Ca
na szczura w ciggu 15 dni. Czwarta grupa zwierzat jako kontrolna nie
otrzymywala weglanu wapnia. Rozwéj krzywicy u zwierzat badano przy
pomocy zdje¢ rentgenowskich wykonujgc co 5 dni pomiary grubosci
chrzastki nasady kosci dtugich (3). Obraz otrzymywany na kliszy rzuto-
wano na ekran i mierzono szerokosé tkanki chrzestnej. Uzyskane wartosci
poréwnywano z warto$ciami otrzymanymi analogicznie dla grupy kontrol-
nej. Otrzymane wyniki p«rzedstawi-a tabela I. Pomiary szerokos$c¢i tkanki
chrzestnej wykazuja krzywice zaré6wno w grupie kontrolnej jak i w gru-
pach dosw1adczahnych przy czym grupy doSwiadczalne wykazuja nieco
mniejsze zmiany krzywicze. Swiadczy to, Zze weglan wapnia nie posiada
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Tabela 1
Rozwdj krzywicy w zaleznosci od dawek Ca
Szczury na diecie Mc Colluma
i Dawki Ca
- 10 mg 15 mg 25 mg
Ilo$§¢ dni od . .
rozpoczecia — % zwigk- % zwigk- % zwiek-
: ontrola szenia szeni: i
podacwama szerokosé tkanki szerokos¢ tka nkc; szerokos$é tslf:z;ji
a % . "
htrkan:q .| chrzestnej htrkzan:q .| chrzestnej htkankl . | chrzestnej
COTZESING) | w stosunku| CFEeStne] |y stosunku|© rzestne) w stosunku
do kontroli do kontroli do kontroli
5 13 14 7.7 12 —1.7 b ) w— TuT
10 23 21 —8.7 20 —13 19 —17.4
15 28 28 0 26 —17.1 24 14.3

Dane cyfrowe podane w tabelce s3 wynikami Srednimi 3 dos$wiadczen.

dzialania krzywiczotworczego, natomiast w niewielkim stopniu wplywa
hamujgco na rozw6éj krzywicy. Uzyskane zmiany w koéciach sg wynikiem
tylko niedoboru pokarmowego witaminy D.

Tabela 11

Rozw¢j krzywicy w zaleznosci od dawek Ca

Szczury na diecie Mc Colluma z dodatkiem kwasu winowego

Dawki Ca
10 mg 15 mg 25 mg
Iloé¢ dni od ' .
rozpoczecia ) % zwigk- % zwigk- % zwigk-
podawania Konirola Kosé szenia k .| szenia Kodé szenia
Ca S£ET0 o.sc tkanki | SZ°T0 o.sc tkanki szekro lg_sc tkanki
tkanki .| chrzestnej tkanki .| chrzestnej VAl .| chrzestnej
chrzestnej |y, stosunkuf 2SN |y, stosunku| hrZestoel w stosunku
do kontroli do kontroli do kontroli
5 12 12 0 11 —8.3 11 —8.3
10 22 21 —4.5 19 —13.6 20 -9
15 26 25 —3.8 25 — 3.8 24 —7.6

Dane cyfrowe w tabelce sa wynikami

Srednimi 3 doswiadczen.
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Brak wplywu weglanu wapnia na powstawanie krzywicy przypisywano
poczatkowo niedostatecznej adsorpcji tego zwiazku przez ustr6j. Aby
ulatwi¢ przyswajanie weglanu wapnia do diety prébowano dodawaé cukru
mlekowego w ilo$ci 7 g/kg diety i kwasu winowego w ilo$ciach 5 g/kg diety
jednakze i w tym wypadku krzywiczotworczego dziatania weglanu wapnia
nie stwierdzono.

Stan krzywiczy w tych do$wiadczeniach przedstawia tabela II. Préby
podawania zwierzetom wapnia w postaci chlorku wapnia w ilo§ciach ana-
logicznych w przeliczeniu na jon Ca, réwniez nie wykazaly wplywu na
Tozw0] krzywicy.

Chcac przeSledzi¢ proces przyswajania wzglednie wydalania przez
ustréj joné6w wapnia podawanych w nadmiarze, wykonano oznaczenia
poziomu wapnia w moczu i kale dobowym szczuréw, oraz wyliczono bilans
wapniowy (tab. IIT).

Aby wykona¢ te oznaczenia szczury podzielone na cztery grupy, umiesz-
czano w klatkach metabolicznych, a diete podawano im dwg razy dzien-
nie w postaci kulek wagi 6 g kazda. W ten sposéb zapobiegano stratom
diety przez rozsypywanie. Analogicznie do doswiadczen poprzednich
trzem grupom zwierzat podawano w ciggu 15 dni weglan wapnia sondag
w dawkach odpowiadajacych 10 mg, 15 mg i 25 mg Ca/szczura. Czwarta
grupa byta kontrolng.

Wapn w moczu i kale oznaczano codziennie, strgcajac jon Ca w moczu
jako szczawian wg metody Truszkowskiego, Blauth-Opienskiej i Iwanow-
skiej (4). do tej metody wprowadzono nieznaczne modyfikacje. Wapn
w kale oznaczano metoda opisang przez Asatianiego (5). Uzyskane ta droga
wyniki potwierdzajag wyniki ofrzymane za pomocg zdje¢ rtg.

W drugiej serii doéwiadczen dotyczacych wplywu wersenianu na po-
wstawanie krzywicy, poszczegdélnym grupom zwierzat podawano naste-
pujace dawki wersenianu: 2 mg, 4 mg, 6 mg, 8 mg i 12 mg na szczura,
przy czym okres podawania wynosit 10 i 15 dni. Dawki podawanego wer-
senianu wyliczono stechiometrycznie z iloSci tego zwigzku potrzebnej na
zwigzanie 1 gramo-atomu wapnia na zwigzek kompleksowy. Rozw6j krzy-
wicy badano tak jak i w pierwszej serii doswiadczen wykonujgc co 5 dni
pomiary rentgenowskie gruboéci chrzastki nasady kosci dlugich i mierzac
szeroko$¢ tkanki chrzestnej. Otrzymane wyniki ilustruje tab. IV.

Chceac zbada¢ aktywno$é krzywiczotworczg wersenianu szczurom pozo-
stajacym na pelnowarto$ciowej diecie hodowlanej, podawano dziennie po
6 mg i 8 mg wersenianu na szczura jednakze objawdéw powstawania
krzywicy mie stwierdzono. Wskazuje to, ze wersenian przyspiesza powsta-
wanie krzywicy, ale nie posiada wlasno$ci krzywiczotwoérczych. Préby
otrzymania pokolenia szczuréw z krzywicg od urodzenia nie daly rowniez
wyniku. Matki, ktéore po kopulacji pozostawaly na diecie Mc Colluma nie
byly w stanie urodzié¢ zywego potomstwa prawdopodobnie wskutek zbyt
wielkiej hipowitaminozy.

Aby zbadaé¢ mechanizm krzywiczotworczego dzialania wersenianu i uzy-
skaé¢ potwierdzenie wynikéw rentgenologicznych wykonano oznaczenia
poziomu wapnia w dobowym moczu i kale oraz surowicy krwi zwierzat
do$wiadczalnych. W tym celu zwierzeta umieszczano w klatkach meta-
bolicznych w warunkach identycznych jak w doswiadczeniach z weglanem
wapnia. Poziom wapnia oznaczano tymi samymi metodami co w pierwsze]
serii do$wiadczen. Otrzymane wyniki tak, jak i w serii poprzedniej po-
twierdzaja wyniki rtg.
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WNIOSKI

Z uzyskanych wynikéw do$wiadczen przedstawionych na tabelach I, II
i III wymika, ze:

1) weglan wapnia nie wykazuje dziatania krzywiczotwoérczego, nato-
miast daje si¢ zauwazy¢ niewielki wplyw jonéw Ca hamujacy rozwdj
krzywicy, :

Tabela 1V

Rozwdj krzywicy w zaleznoéci cd dawek wersenianu
Szczury na diecie Mc Colluma

Dawki wersenianu

2 mg 4 mg 6 mg 8 mg | 12 mg
P e 1o 4 L= or= ]
o 2 e 28| * |87¢ 28 20
Ilo$é dni od 'g E *a 'go 'l:] E 'g E E 'g E E 'g E E
rozpoczecia | Kon- 2 ? S 3 § 2 % | 2 % | g 3 | g
i ] [} ‘T O Z O Z ©
podawgma trola E R E ~ .S E <3 .'E %3 E %S
wersenianu s | £8 s | €8 s |8z c |22 o |82

. -~ e - - -
= . § e} . 5 = . § = : 5 ke . §
e | 82| & |2 & |[Na| & |[§2| & |§2Z
< g 8 < RYARS) < 2 kel < ~ O © & O
42| ¥ |28 ¥ o] X |3 ¥ o3
. 3 2 . 2 B . 2 2 § z 2 . 3 =

— N — N I R - N ) N
4 o O 8 oD < o O 5 o ¥ N o'D
» o\_E-'_. » o~ & ) o~ & @ o~ & ) o o
5 12 12 0 12 0 12 0 13 8,3 16 33,3
10 16 16 0 18 12,5 20 25 21 31,2 23 43,7
15 20 20 0 21 5 24 20 26 30 29 45

Dane cyfrowe pcdane w tabelce sa wynikami Srednimi trzech do$wiadczen.

2) z roznicy pomiedzy ilo$cia wapnia wydalonego a ilo$cig wapnia
podanego wynika, ze jony Ca podawane jako weglan sg catkowicie wy-
dalane z moczem i kalem.

3) krzywica w grupach zwierzat otrzymujacych weglan wapnia wydaje
si¢ pochodzi¢ tylko z niedoboru pokarmowego,

4) wersenian w dawkach od 4—12 mg/szczura wyraznie przyspiesza po-
wstawanie krzywicy u zwierzat pozostajacych na diecie pozbawionej wi-
taminy D. Dziatanie jego prawdopodobnie polega na wigzaniu jonéw
wapnia w ustroju na zwigzek kompleksowy prawdopodobnie o wzorze

OOC—H,C-_ _CH,COO0
>N<:CH,—CH,> N<

H,¢c<

N # >CH
~co0” €a<cooc” e

Dawkg skracajgcg normalny 15-dniowy okres powstawania krzywicy na
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tle niedoboru pokarmowego do 5 dni jest dawka 12 mg wersenianu dzien-
nie na szczura. |

5) krzywiczotwérczego wptywu wersenianu w dawkach 6 i 8 mg/szczura
przy pelnowarto$ciowej diecie nie stwierdzono.

. HBamoBcka, A. 'poxyasckn E. CamMoluamk
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