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Badania Robertsona, Krumbhaara i wsp., Boycotta i wsp. z lat
1917—1933, oraz szeregu innych badaczy wykazaly, ze policytemia wy-
wolana transfuzjg krwi wigze sie zawsze ze zmniejszeniem ilosci retikulo-
cytow w krwi kragzacej.

Fakt ten zostal wykorzystany praktycznie miedzy innymi przez Jacob-
sona i wsp. i Frieda, ktorzy do testowania erytropoetyny uzywali myszek
policytemicznych. Autorzy ci stwierdzili, ze kilkakrotne transfuzje erytro-
cytow robione myszkom dootrzewnowo redukujg u nich poziom retikulo-
cytow we krwi krazgcej prawie do zera. Podawanie nastepnie tym my-
szkom erytropoetyny powodowalto wzrost poziomu retikulocytoéw, zblizajac
go do normalnego. Wiekszo$¢ badaczy uwaza, ze policytemia prowadzi do
rozkladu erytropoetyny, lub zahamowania jej produkeji. Weczesniejsze ba-
dania wlasne [6] nad erytropoetyna pozwolily na pewne spostrzezenia
wskazujgce, ze policytemia prowadzi do pojawienia sie w osoczu ciata
czynnego, antagonistycznego w stosunku do erytropoetyny. W celu udo-
wodnienia swojej hipotezy postanowilismy wstrzykna¢ osocze uzyskane
od zwierzat z doswiadczalng policytemiag — zwierzetom normalnym i ob-
serwowa¢ wplyw tych iniekcji na organizm biorcow.

METODYKA

Po wykonaniu podstawowych badan hematologicznych u owiec dawcéw krwi
i biorcéw, oraz po dokonaniu préb aglutynacyjnych miedzy ich krwiag, pobierano
krew z zyly jarzmowe]j od owiec dawcéw, trzykrotnie w ilosci okolo 500 ml dziennie
od sztuki. Odwirowane erytrocyty wstrzykiwano owcom-biorcom jako 80% zawiesine
w plynie fizjologicznym. Erytrocyty wprowadzano dozylnie, w ciggu 3 dni w iloSci
400—500 ml dziennie. Ilo§é¢ ta powodowala silng policytemie, wyrazajaca sie podwo-

* Wstepne badania do niniejszej pracy zostaly wykonane przez autoréw w Labo-
ratorium Fizjologicznym Ogrodu Zoologicznego w Warszawie, za co autorzy skladajg
podziekowanie K1erown1kow1 tego Osrodk? p prof. dr Boleslawowi Gutowskiemu.
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jeniem hematokrytu w czwartym dnju doswiadczenia. W 24 godz. po ostatniej trans-
fuzji erytrocytéw pobierano krew od owcy policytemicznej, a odwirowane osocze
tej krwi traktowano jako ,0socze policytemiczne”. Osocze normalne (kontrolne)
i policytemiczne umieszczano w lodowcee, lub tez poddawano dalszym zabiegom
w celu uzyskania cze$ciowo odbialczonego i zageszczonego przesaczu.

W celu odbialczenia dodawano do osocza 1 n HCl doprowadzajac pH do 5,5,
poczem umieszczano osocze na lazni wodnej i trzymano w gotujacej sie wodzie przez
10 minut. Po przesaczeniu osad przemywano niewielka iloscia goracej wody desty-
lowanej. Otrzymany przesacz doprowadzano do pH 7,4 i w tej postaci wstrzykiwano
dootrzewnowo krédlikom (grupa II — przesacz osocza policytemicznego, grupa I —
przesacz osocza normalnego).

W drugiej czesci doswiadczenia uzyskany przesgcz odparowywano na lazni wodnej
przy temperaturze 40°C, uzyskujac 10-krotne zageszczenie ptynu w stosunku do wyj-
Sciowe]j ilosci osocza (1 ml zageszczonego przesaczu odpowiada 10 ml osocza). Zagesz-
czony przesacz doprowadzono 1 n NaOH do pH 7,4 i w tej postaci stosowano go
w serii podskérmych zastrzykéw (grupy: IV, V, VI, VII).

Jako biorcéw uzyto kroliki doroste obu plci o wadze okolo 2 kg. Osocze policy-
temiczne i przygotowane przesacze wstrzykiwano krélikom dootrzewnowo, lub pod-
skornie w nastepujacych dawkach przypadajacych na 1 kroélika:

I grupa — 5 krdlikébw — pelne osocze policytemiczne w ilosci 10 ml dziennie,
przez 3 dni, dootrzewnowo.

1I grupa — 5 krolikow — przesacz osocza policytemicznego w iloéci 10 ml dziennie,
przez 3 dni, dootrzewnowo. (10 ml przesaczu odpowiada okolo 30 ml osocza).

III grupa — 5 kroliké6w — (grupa kontrolna), przesacz osocza normalnego w ilosci
jak w grupie II.

IV grupa — 8 krolikéw — 10-krotnie zageszczony przesacz osocza policytemicznego
w iloéci 0,8 ml dziennie przez 10 dni, podskérnie (1 ml zageszczonego przesaczu odpo-
wiada 10 ml osocza).

V grupa — 7 krolikow — jak w grupie IV.

VI grupa — 5 krolik6w — 10-krotnie zageszczony przesacz osocza normalnego
w ilosci jak w grupie IV i V.

VII grupa — 11 krolikéw — jak w grupie VI.

Wplyw podawanego osocza i jego przesgczéw na krew i uklad krwiotwérezy kro-
likow ustalano ohliczajac liczbe erytrocytow, retikulocytéw, ilo§¢ hemoglobiny i po-
ziom hematokrytu we krwi krgzacej, oraz badajac szpik pobierany przyzyciowo przed
i po doswiadczeniu. Na rozmazie szpiku obliczano 500 komérek jadrzastych, ustalajgc
stosunek procentowy miedzy erytroblastami, a pozostalymi komérkami. Na podstawie
obliczonych dalszych 500 erytroblastéw ustalono stosunki pomiedzy poszczeg6lnymi
formami rozwojowymi ukladu erystoblastycznego, oraz procent komoérek w podziale
mitotycznym.

Z osoczem policytemicznym i normalnym wykonano probe na hemolize erytro-
cytow krélika. W tym celu do 0,5 ml badanego osocza lub przesaczu (w rozciencze-
niul:1,1:10,1:100, 1:1000 i 1:10000) dodawano: a) §wieze osocze $§winki morskie}
lub krolika w rozcienczeniu 1:10, — 0,3 ml, b) 3% zawiesine erytrocytéw kroélika
w ilosci 0,5 ml. Prob6éwki umieszczano w termostacie w temperaturze 37°C. Jedno-
czesnie wykonywano doswiadczenia kontrolne, w ktérych zamiast normalnego lub
policytemicznego osocza owcy uzyto osocza mormalnego kroélika lub piynu fizjolo-

gicznego.

Osocze policytemiczne, oraz przesgcz z tego osocza poddano analizie chromato-
graficznej i elektroforetycznej w kierunku ustalenia obecnosci frakeji bialkowych
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oraz wolnych aminokwaséw. W badaniach tych uzyto ogélnie przyjetych metod, sto-
sowanych przez autoréw w ich wczesniejszej pracy [6].

Prébe na obecnoéé bilirubiny wykonano przy zastosowaniu metody Van den
Bergha.

WYNIKI

Calos¢ doswiadczen dzielila sie na dwa etapy. Poczatkowo poddano
badaniom I i II grupe krélikéw, ktorym wstrzykiwano dootrzewnowo
osocze, lub przesgcz osocza policytemicznego, w ciggu 3 dni, w ilo$ci 10 ml
dziennie. III grupa krélikéw kontrolnych otrzymywala dootrzewnowo
tylez przesgczu plazmy normalnej.

Zmiany, zachodzace pod wplywem stosowanych injekcji w ilosci erytro-
cytow, retikulocytéw, w poziomie hemoglobiny i hematokrytu w krwi
krazgcej, przedstawiajg ryc. 1, 2, oraz tabela 1.
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Ryc. 1. Liczba erytrocytow u krélikéw, ktéorym wstrzykiwano dootrzewnowo osocze
policytemiczne (I), przesacz osocza policytemicznego (II), oraz przesgcz osocza normal-
nego (II1).

Fig. 1. Red cell count in rabbits injected intraperitoneally with polycythemic pla-
sma (I), polycythemic plasma filtrate (II), and normal plasma filtrate (III).

Analizujac wyniki przedstawione na ryc. 1, 2 i tab. la stwierdza sie, ze
podawanie zaré6wno przesgczu osocza policytemicznego, jak i pelnego oso-
cza policytemicznego, daje rezultaty bardzo zblizone, wyrazajace si¢ przede
wszystkim w istotnym obnizeniu sie ilosci erytrocytéw i retikulocytow
w krwi obwodowej. Badania statystyczne wynikéw dowodzg, ze réznice

lt
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Ryc. 2. Liczba retikulocytow u kroélikéow, ktéorym wstrzykiwano dootrzewnowo osocze
policytemiczne (I), przesgcz osocza policytemicznego (II), oraz przesgcz osocza normal-
nego (III).

Fig. 2. Reticulocyte count in rabbits injected intraperitoneally with polycythemic
plasma (I), polycythemic plasma filtrate (1I), and normal plasma filtrate (I1I).

Tabela 1. Hemoglobina i hematokryt u krélikéw otrzymujacych dootrzewnowo iniek-
cje osocza policytemicznego, przesgczu osocza policytemicznego i przesaczu osocza
normalnego.

Table. 1. Haemoglobine and hematocrit in rabbits injected intraperitoneally with poly-
cythemic plasma, polycythemic plasma filtrate and normal plasma filtrate.

! —
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Group of rabbits 1); Injections given 2); Days of experiment 3); Whole polycythemic pla-

sma 4); Filtrate of polycythemic plasma 5); Filtrate of plasma normal 6); Whole polycythemic pla-
sma 7); Filtrate of polycythemic plasma 8),
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uzyskane na skutek stosowanych iniekcji w poziomie erytrocytéw i reti-
kulocytéw u I i II grupy doswiadczalnej sg istotne (dla erytrocytow
[ grupy otrzymano t = 6, P << 0,000, dla retikulocytow I grupy t = 4,8,
P = 0,001. Dla erytrocytow II grupy t = 4,5, P <0,000, dla retikulo-
cytéw II grupy t = 2,5, P = 0,027), podczas gdy dla grupy III kontrolne]
zauwazone roznice znajduja si¢ w granicach btedu doswiadczalnego
(x; = X, dla erytrocytéw, za$ dla retikulocytow t = 0,9, P = 0, 389).

Analiza obrazu szpiku przed i po doswiadczeniu u krélikow II grupy
wykazala, ze ilos¢ komorek ukladu erytroblastycznego u zwierzat doswiad-
czalnych zmalala pod wplywem podawanego przesgczu osocza policyte-
micznego z 37% na 29,2 w stosunku do ogélnej ilosci komérek szpiku.

W drugim etapie badan postuzono sie metoda opracowang uprzednio
przez autoréw [6] zageszczajac 10-krotnie przesacz osocza policytemicz-
nego i wstrzykujgc go krélikom podskérnie po 0,8 ml dziennie przez 10 dni
(IV i V grupa doswiadczalna, lgcznie 15 krélikéw). Stosowany przesacz
osocza policytemicznego wywotal w krwi i ukladzie krwiotworczym u kro-
likéw do$wiadczalnych zmiany zilustrowane na ryc. 3, 4, 5 i tab. 2
oraz 3. Na ryc. 3, 4 i tab. 2 przedstawiono jednoczesnie dane ilustrujace
wyniki uzyskane od dwdéch grup kroélikow kontrolnych (lgcznie 16 sztuk),
ktorym w analogiczny sposdb wstrzykiwano zageszczony przesgcz osocza
normalnego.

Analiza otrzymanych wynikéw dowodzi, ze zageszczony .przesqcz osocza
policytemicznego, wstrzykiwany podskornie przez okres 10 dni, dziala na
krew krolika podobnie jak osocze lub przesgcz osocza policytemicznego
stosowane dootrzewnowo, gdy chodzi o erotrocyty, poziom hematokrytu
i hemoglobiny. Odmiennie natomiast zachowujg sie retikulocyty. Pod
wplywem zastrzykow zageszczonego przesgczu osocza policytemicznego
juz po kilku iniekcjach nastepuje powolny wzrost poziomu retikulocytow
w krwi krazgcej, ktory trwa przez okres tygodnia po zakonczeniu iniekcji
(ryc. 4). U obu grup doswiadczalnych otrzymano w danym wypadku bardzo
zblizone wyniki, gdyz po 10 zastrzykach u krélikéw z grupy IV retikulo-
cyty wzrastajg do 159% normy, za$ z grupy V — do 156%. Po uplywie
6 dni cd chwili zakonczenia iniekcji poziom retikulocytéw u obu grup
wynosil 187%0 normy wyjsciowej dla kazdej grupy.

Ten stosunkowo nieznaczny wzrost ilo$ci retikulocytéw po zakonczeniu
iniekcji (przy podawaniu krolikom analogicznej ilosci zageszczonego prze-
saczu osocza erytropoetycznego autorzy otrzymywali wzrost ilosci retikulo-
cytéw siegajgcy 400°0 normy [6]), wigze sie naszym zdaniem z zahamo-
waniem dojrzewania retikulocytéw w krwi obwodowej w okresie wstrzy-
kiwania krélikom zageszczonego przesgczu osocza policytemicznego.

Analiza statystyczna wynikéw uzyskanych dla grupy IV i V wykazuje
istotnoéé réznic w poziomie erytrocytow (t = 11,8, P << 0,0000), jak row-
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Ryc. 3. Liczba erytrocytéw u krélikow, ktorym wstrzykiwano podskornie zageszczony
przesacz osocza policytemicznego (IV, V) oraz zageszczony przesacz osocza normal-
nego (VI, VII).

Fig. 3. Red cell count in rabbits injected subcutaneously with inspissated filtrate of
polycythemic plasma (IV, V), and inspissated filtrate of normal plasma (VI, VII).
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Ryc. 4. Liczba retikulocytow u krélikéw, ktérym wstrzykiwano podskOrnie zagesz-
czony przesgcz osocza policytemicznego (IV, V) oraz zageszczony przesacz 0s0Cza
normalnego (VI, VII).

Fig. 4. Reticulocyte count in rabbits injected subcutaneously with inspissated fil-
trate of polycythemic plasma (IV, V), and inspissated filtrate of normal plasma
(VI, VII).
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Tabela 2. Hemoglobina i hematokryt u krolikéw otrzymujacych podskoérnie zagesz-
czony przesacz osocza policytemicznego (IV i V grupa), oraz osocza normalnego
(V1 i VII grupa).

Table 2. Haemoglobine and hematocrit in rabbits injected subcutaneously with ins-
pissated filtrate policythemic plasma (Group: IV and V) and inspissated filtrate
normal plasma (Group: VI and VII).
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: , T e 2 | | s
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o | 228|358 3E|3E|3E
- zaggszczony | ‘ | | {
= - przesacz ‘ ' ! ; |
§ \% 0socza po- ; 1 E
W licytemicz- \ | ‘ |
2 nego — pod-| | ‘ ! | | |
o - skornie  11)] — i 11.42 | 11,22 | 11,37 ‘ 10,67 | 10,47 i — | — 111,07
'.:930 VI | zageszczony , { ‘ | | |
g | przesacz 995 | 9,80 — — 1 945 | 9,25 — 9,45
= VII : 0socza nor- |
' malnego — f E
podskérniel2) 10,12 1023 | 995|1035 [1065| — | — | —
IV zageszczony ° | |
| przesacz 33,1 — 1338 — — 31,0 — 1319 —
Vv l‘ osocza po- 1 !
R licytemicz- } :
B nego — pod-
= | skérnie 11)| 40.2 | 40,0 | 39,0 | 36,6 | 357 | 334 — | 338 | —
< o |
g VI zageszczony ': l E
&’ | przesacz — | — 35,2 — — 350 — | - —
VII 0soCzZa nor-
malnego —
podskorniel2)| — — | 355 — — 1 36.0 — — —

Group of rabbits 1); Injections given 2); Days of experiment 3); Norm before incjections 4);
During injections 5); 24 hours after injections 6); 4 days after injections 7); 6 days after inje-
ctions 8); 12 days after injections; Inspissated filtrate of polycythemic plasma subcutaneously
11); Inspissated filtrate of normal plasma subcutaneously 12).

niez w poziomie retikulocytéw (t = 2,73, P = 0,0069). Badania staty-
styczne wynikéw uzyskanych dla grupy kontrolnej, otrzymujacej zage-
SZCZONy przesgcz osocza normalnego, nie wykazujg istotnych réznic miedzy
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danymi z okresu poprzedzajgcego iniekcje i okresu po zakonczonych iniek-
cjach (dla erytrocytéw t = 0,65, P = 0,524, dla retikulocytow obliczenie
t jest niemozliwe poniewaz x, = x,).

Badania szpiku u obu grup doswiadczalnych (IV i V) przed rozpoczeciem
1 po zakonczeniu iniekcji wykazujg, ze komérki uktadu erytroblastycznego
stanowig przed doswiadczeniem 32,6%0, zas po zakonczeniu wstrzykiwan —
22,3%0 mielogramu. Poniewaz komoérki ukladu erytroblastycznego oblicza

%
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Ryc. 5. Krzywa rozwoju komorek ukladu erytroblastycznego u krélikow otrzymuja-
cvch podskoérnie zageszczony przesgcz osocza policytemicznego (przed i po zakonhcze-
niu iniekeji).

Fig. 5. Erythroblaste development curve in rabbits injected subcutaneously with
inspissated filtrate of polycythemie plasma (before and after injection).

sie w stosunku do pozostalych komérek (gtownie uktadu biatokrwinko-
wego), wykonano badania liczby leukocytéw w krwi obwodowej przed
I po doswiadczeniach. Badania te nie wykazaly réznic (srednio przed do-
swiadczeniem 7800, po doswiadczeniu — 8000 leukocytéw w mm? krwi).
Na podstawie powyzszego mozna uwazaé, ze zmniejszenie procentowej
llosci komérek erytroblastycznych w miélogramie wynika z ogélnego
zmniejszenia ich ilosci w szpiku.
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Na podstawie obrazu 500 erytroblastéw u kazdego kroélika obliczono
stosunki pomiedzy poszczegdlnymi formami rozwojowymi erytroblastow.
Wykres na ryc. 5 przedstawia krzywe dojrzewania (rozwoju) komoérek
ukladu erytroblastycznego wykonane przed i po doswiadczeniu ($rednie
dla 12 krélikéw przed i po dosw.).

Krzywa dojrzewania erytroblastéw po doswiadczeniu, wykazuje istotne
roznice procentowej ilosci mitoz i erytroblastéow ortochromatycznych.
Ogodlny natomiast charakter krzywej pozostaje bez wiekszych zmian.

Tabela 3. Mitoza komorek erytroblastycznych przed do$§wiadczeniem i po zakonczeniu
podskérnych iniekcji zageszczonego przesgczu osocza policytemicznego.
Table 3. Mitosis of erythrcblastic cells before the experiment and after the termi-
nation of subcutaneous injections of a congested filtrate of polycythemic plasma.

| Stadia mitozy 2) ‘

: — Razem 3
‘ profaza | mefaza . anafaza telofoza : )
Erytroblast 1 | | i f | \ | \
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4 |9 gy . |dosw. "y d sy ¢ 4 |4
5 | I 5 | ) | 5)
1 | ‘ L |
Froerytroblasty + ‘ i ‘ | ! | :
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filne 0,22 | 006

| |
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| ‘ |
|
|

|

1 l

chromatyczne i
J
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|
| | |
| 0,44 | 0,05 002 | 0,01 \ 0,06 ‘ 0,00 ? 0,30 ' 0,01 | 0,82 | 0,07
|
|
|

|
Erytroblasty poli-
1
|

10941026 020 024 006 058 0,40

i ‘I | ‘ |
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W celu przeanalizowania aktywnosci podzialowej komorek erytrobla-
stycznych wykonano analize mitoz, obliczong w procentach w stosunku do
ogolnej liczby erytroblastow (tab. 3). Obliczenia zawarte w tabeli 3 wyko-
nano na podstawie analizy 500 erytroblastéw na kazdym preparacie przed
1 po doswiadczeniu (Srednie wyniki z 12 000 erytroblastéw). Jak wynika
z tej tabeli, zmniejszong aktywnos$¢ podzialows erytroblastéw stwierdza
sig po doswiadczeniu we wszystkich fazach mitozy. Najwieksze jednak
zmniejszenie ilo$ci mitoz zauwaza sie wsrod erytroblastéw ortochromatycz-
nych. Tabela 4 wykazuje procent jaki stanowig mitozy na poszczegélnych
etapach rozwojowych erytroblastéow.

W celu ustalenia, czy spadek ilosci erytrocytéw wynika tylko z zaha-
mowania erytropoezy (stwierdzonego w szpiku), czy tez wigze sie z ewen-
tualng hemolizg krwinek w zwigzku ze wstrzykiwaniem przesgczu osocza
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Tabela 4 — Table 4

Erytroblasty w mitozie

przed doswiadczeniem 1) po doswiadczeniu 2)

Na 100 proerytroblastéw 1 erytroblastow

bazofilnych 2,5 1,5
Na 100 erytrobl. polichromatycznych 29 2,3
Na 100 erytrobl. ortochromatycznych 2,7 0,3

Before experiment 1); After experiment 2).

owiec, wykonano probe in vitro, na hemolize erytrocytow krolika. Uzywa-
jac jako dopelniacza swieze osocze swinki morskiej lub kroélika, wykonano
probe ogdlnie przyjetymi metodami i stwierdzono, ze po 1 godz., 2 godz.
i 4 godz. (niezaleznie od stopnia rozcienczenia badanych przesgczéw oso-
cza) — nie wystepuje hemoliza krwinek krolika. Po 24 godzinach zauwa-
zono lekka hemolize jednak w takim natezeniu, jak i w serii prob kon-
trolnych (osocze normalne, plyn fizjologiczny).

Badanie elektroforetyczne przesgczu osocza policytemicznego, wykazalo
obecno$¢ albumin, oraz sladéw alfa globulin, podobnie®jak to mialo miejsce
w przesgczach osocza normalnego i anemicznego, stosowanych przez auto-
row we wczesniejszych pracach [6, 7].

Wyniki chromatograficznych badan wolnych aminokwaséw, przedsta-
wione sg na schematach chromatograméw wykonanych dla przesgczu
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Ryc. 6. Schematy chromatograméw wolnych aminokwasdéw z zageszczonego przesgczu

osocza mormalnego (A), oraz z zageszczonego przesaczu osocza policytemicznego (B).

Fig. 6. Schemes of chromatograms of free aminoacids of inspissated filtrate of normal
plasma (A), and of inspissated filtrate of polycythemic plasma (B).
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osocza policytemicznego i normalnego (ryc. 6). W osoczu policytemicznyrm
nie stwierdza sie jakichkolwiek dodatkowych aminokwaséw w porowna-
niu z osoczem normalnym. Zauwaza sie natomiast brak szeregu aminokwa-
sow w osoczu policytemicznym, ktére wystepujg w osoczu normalnym.
Mozna przypuszczaé, ze zmniejszenie ilosci wolnych aminokwasOw w 0sO-
czu policytemicznym wigze sie z ich absorpcja na ervtrocytach w okresie
policytemii.

W celu ustalenia czy hamowanie erytropoezy po iniekcjach przesgczu
osocza policytemicznego nie wynika w pewnej mierze z obecnosci w nim
bilirubiny (3), poddano przygotowane do iniekcji plyny badaniu na obec-
nosé bilirubiny. Préby z przesaczem osocza policytemicznego oraz z za-
geszczonym przesgczem tego osocza wykonane metoda Van den Bergha
nie wykazywaty obecnosci bilirubiny.

OMOWIENIE WYNIKOW

Na podstawie przytoczonych wynikéw stwierdzilismy, ze doswiadczalna
policytemia prowadzi do wytworzenia si¢ w osoczu owiec blizej nieokre-
slonego, termostabilnego ciata czynnego, ktore wstrzykniete normalnym
krolikom, powodowalo u nich zahamowanie erytropoezy.

Stwierdzone przez nas cialo czynne nazywamy sinhibitorem
erytropoezy”.

Obecno$é inhibitora stwierdziliSmy w osoczu owiec z doswiadczalng
policytemia, oraz w przesaczu tego 0socza, czeSciowo odbialczonym przez
10-minutowe gotowanie. Inhibitor erytropoezy nie traci réowniez swoje]
aktywnosci przy 6—8-godzinnym zageszczeniu przesaczu przez odparowa-
nie w temperaturze 40°C.

Wprowadzany dootrzewnowo w ciggu 3 dni powodowal $redni spadek
liczby erytrocytéow o 600 000 w mm?® krwi w grupie 11 o 700 000 w gru-
pie II. Ponadto powodowal on spadek liczby retikulocytéw w krwi kra-
zacej i komorek erytroblastycznych w szpiku.

Inhibitor erytropoezy wprowadzany podskérnie przez okres 10 dni
(w ciggu 10 dni kroélik otrzymal iniekcje zageszczonego przesaczu odpo-
wiadajace 80 ml osocza policytemicznego) powodowal spadek liczby erytro-
cytow (o 800 000), liczby hematokrytowej, ilosci hemoglobiny oraz ilosci
komoérek erytroblastycznych w szpiku i komoérek erytroblastycznych w sta-
dium mitozy. W tym okresie jednak liczba retikulocytéw w krwi obwodo-
wej wzrosta do 160%0 normy.

.Na podstawie uzyskanych wynikéw, a szczegblnie wynikéow badania
szpiku (ogélna liczba komorek erytroblastycznych, krzywa dojrzewania,
procent erytroblastéw w podziale mitotycznym), mozna wnioskowac, -ze
dzialanie inhibitora erytropoezy sprowadza sie do:
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1. Zahamowania réznicowania sie¢ proerytroblastéw z ich komérek ma-
cierzystych (spadek ogélnej liczby komérek erytroblastycznych przy
zachowaniu ogéinego charakteru krzywej dojrzewania).

2. Zahamowania aktywnosci podzialowej wszystkich erytroblastow,
a szczegblnie erytroblastow ortochromatycznych (tab. 3).

Opierajac si¢ na wczesniejszych badaniach Pluma, ktéry stwierdzil, ze
retikulocyty dojrzewajg w krwi obwodowej pod wplywem swoistego czyn-
nika warunkujgcego to dojrzewanie, przypuszczamy, ze przy dlugotrwalym
podawaniu inhibitora erytropoezy, uzyskuje sie dzialanie hamujgce row-
niez i na dojrzewanie retikulocytow. Wzrost ich liczby w krwi obwodowej
(grupa dosw. IV i V) przy Jednoczesnym zahamowaniu erytropoezy
w szpiku sugeruje, ze mamy tu zjawisko hamowania procesu dojrzewania
retikulocytow.

W takim wigc ujeciu, mozna przypuszczaé, ze przy krotkotrwalym sto-
sowaniu inhibitora, dzialanie jego sprowadza sie gléwnie do hamowania
procesow krwiotwoérczych w szpiku, przy dluzszym za$ okresie dzialania
obejmuje i dojrzewanie retikulocytéw w krwi obwodowej.

Wyzej podane fakty, wczesniejsze badania wlasne nad erytropoetyna
[6, 7], oraz spostrzezenia z badan wtasnych nie ogloszonych jeszcze dru-
kiem, pozwalaja nam wysunaé hipoteze, ze w warunkach fizjologicznych
rowny poziom erytrocytéw w krwi utrzymywany jest przez dwa antago-
nistyczne ciala czynne: erytropoetyne, ktéra pobudza wytwarzanie erytro-
cytéw oraz inhibitor erytropoezy, ktory to wytwarzanie hamuje.

T. Rwvimoeerw. I'. Kuuosera

OBHAPYREHUE HAJTHYHS HHTHBITOBA HPHTPONOA3A B KPOBSIHOI I.TAZME
\ Y ARHBOTHLIX C SKCIIEPHMEMEHTAJLHOI HOJUIIUTEMHEI]

Codepocanue

[lciaexnosanus mpoBoauames Ha 10 oBuax u 46 Kposnkax. Y OBel IpeIBapHTEIbHO
BBISBIBA/INM CHIBHYI0 MONTHIMTEMHIO (yABOGHHEe BeIHIYMHBl TeMATOKPHTA) NYTeM TpOoeKpa-
TROIN TpaHCHYIUH HPUTPOUMTOB B Buje 809 BMYIbCHH B $U3HONOTHIECKOM DAaCTBOpE.
B 24 yaca nocre mocunexmei TPAHCHY3HH APUTPOUMTOB (IeTBEPTHIN JeHb 9KCIIePHMEHTA)
Opaau OT NONHNHTHMHPOBAHHON OBIHI KPOBb, CYHUTAsl TOJNYYEHHYIO INasMy ,,JIOJNHILH-
TeMuIeckoil”. [laasmy moaunureMudeckymo wu HODMAJbHYH XPaHHIH B XaJOAHJIbLHOM
wrapy. ‘Tacte naasvel THmwanu GelKOBHX BelecTB nyreM InoMelmeHHd Ha 10 MHHYT
B Rundwest Boje. [lorydennnlit TakAM 06pasom PUABTPAT MHBELHPOBAIH HHTPAIEPH-
TOHEAIHO KPONMKAM B TedeHHe Tpex HHel mo 10 MI B menb. Bo BTOpPOil d9acTH HCCcie-
DOBAaHUHM BBHIUADHBANH NOJYIeHHBIMH ¢uabTpaT B TeMneparype 40°C monyuas 10-TH Kpa-
THYIO KOHUEHTPAUMIO AHAKOCTH 10 OTHOWIEHHK K MCXOJHOMY KOJHYECTBY ILIA3MBl.
RoHNeHTpUpPOBAHHKEI ¢uABTPAT BBOAMIM KponmvraM NOJKOMKHO B KojJudecTBe 0,8 MJI
¢KeIHeBHO, B TevyeHHe 10-Tu muell. DHABLTPAT MONHUUTEMHIECKON MIAZMEL BIIPBICKHBA-
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eMEBIfl B TeYeHHe Tpex JAHeil NPABOAHI K CHHKEHHIO KOJHIECTBA IPHTPOUNTOB B Cpe-
nHeM Ha 600-—700 Thics#d B 1 MM3 xpoBu (Puc. 1).

Kpome TOrO Ha6110[aJ0Ch CHHAEHHE KOJHYIECTBA PETHKYIOUHMTOB B UHPKYAUpYoLieh
xposu (Puc. 2) m 9pHTPOGIACTHIECKHX KJIETOK B KOCTHOM MOBIy (¢ 37 nra 29,2°,). Koxn-
LeHTPUPOBAHHBIA (HIABTPAT IONMUHTCMHIECKOH NIAa3MBL, BHPBLICKHBaeéMbIH INOLKOAHO
B Tedenme 10-Tu AHed (3a 10 gHell KPOJIMKY IIONAHO CTYLeHHbII ¢UILTPAT B N03€ pa-
BHOJN IO KOJHYecTBY 80 MJ MOJNMIHTEMHUECKOll INIA3Mbl) NPHBOJLI K CHHUKEHHUIO KOIH-
gecTBa BpUTpPOUMTOB Ha 800 THICAY B 1 MM® kpoBH. (Pmc. 3), K CHMKEHHI BeJUIHHBI
reMAaTOKpHTa, KONHYecTBa reMoriaofuna (1ab. 2) M yMeHbUIEHMI0 KOJIHMIECTBA 3pHTPO-
61aCTHYECKHX KIETOK B KOCTHOM MO3ry H apm.poénacmt‘iecxmii KJIeTOK B CTAJHN MH-
103a (Ta6. 3). 3a BTOT NEepHOJX KOINHIECTBO PETHKYJIOLHUTOB B nepufepnIeckoil KpPOBH
MOBHIIAAOCH A0 1609 mopmul. (Puc. 4).

IlpuBegennble Pe3ylbTAThl YKasbIBAIOT, YT0 DKCNEpHMEHTANbHAA IONHUMTEMHA IIpU-
BONMT K IIOSBIGHHIO B IJIadMe OBel] TePMOCTACHMIbHON CYOCTAHIHH, KOTOpad BIPHCKI-
BaeMasd HOPMAIbHBIM KDOJHKAM NPHBOAMIA K 3aMeJJIeHHI0 y HAX 3PHTPONO33a. O6na-
py#®eHHOe Bel[eCTBO ABTODH HA3BAIH ,,MHTHOMPOTOM B3PHTPOIO33A™. Ha ocnoBanmnH IIO-
JyYeHHBIX pe3yAbTaToB, a 0CO0EHHO Pe3yiIbTATOB HCCIEeJOBAHNA KOCTHOrO MO3ra (obmiee
KOJHAYeCTBO APUTPOO6IACTHIECKHX KJIeTOK, KPHBajd CO3peBaHHdA, NMPOLERT 3pUTPOOIACTOB
B IIepPHOJ MHMTOTHIECKOTO JeleHHS) MOKHO CHelaTh BBHIBOM, ITO JeHCTBUE »AHTHOHTOPA
3pUTPOMO33a‘ CBOAUTCA K: 1) 3aMe/IeHMIO Npouecca nuddepeHHANHA NIPOIPUTPOLIa-
CTOB M HMX INPDOMB3BOXHBIX KIeTOK (malnesue oOmero KOIHIeCTBa 3puTpo0aACTOB IpPH
HeM3MeHHON KDHBOM CO3peBaHHA). 2) 3aMelleHHe AKTHBHOCTH JeJNeHHH BCEX SpHUTPO-
61aCTOB, 2 B 0COGEHHOCTH OPTOXPOMATHYEeCKHX spHTpobmacros (Pmc. 3). [Ipennonarae-
TCH, 9TO IPH KPATKOBDEMEHHOM IIDHMeHEHHH HHTHOHTOpA ero HeHCTBHE 3aKINTAeTCH
B TOPMOXEHHI0 NPOLECCOB KPOBETBOPEHAHS B KOCTHOM MO3Iy, a NpPH [O0JTOBPEMEHHOM
TIpUMeHeHHH eT0 Je/iCTBHe MepPeHOCUTCH Takike HA CO3PeBaHHe DPETHKYIOUHUTOB B IEpH-
$epuIeckoil KPOBH. ABTODHI BBHIABHIAKT T'MIOTe3b, UTO B PU3HONOTHICCKHX YCHIOBHAX
PABHBIl yPOBEHb DPHTPOLHMTOB B KPOBH KOHTDONMPYETCH ABYMA aHTATOHMTECKAMH aKTH-
BHBIMH CYOCTAHIMAMH-9PUTPOIOSTHHOMCTUMYIHPYOIMHUM IPOAYKUHIO SPUTPOUHTOB A HH-~
ruGETOPOM-TOPMO3SIIIHM 3TOT {pouece.

T. Krzymowski, H. Krzymowska

DEMONSTRATION OF AN INHIBITOR OF ERYTHROPOIESIS IN THE PLASMA
OF ANIMALS WITH EXPERIMENTAL POLYCYTHEMIA

Summary

The investigations concerned 10 sheep and 46 rabbits. Polycythemia (twofold
increase of haematocrit) was induced in-sheep by triple transfusion of red cells in
the form of 80%. suspension in physiological saline. Blood was taken from polycy-
themic sheep 24 hours after the last red cell transfusion (fourth day of experiment),
and the centrifuged plasma referred to as ,polycythemic plasma”), Polycythemic
and normal plasma were kept in a refrigerator. Some of the plasma was deprotei-
nized by keeping 10 min. in boiling water, filtered, and injected intraperitoneally
to rabbits in three consecituve .10 ml daily doses. In the second part of the experi-
ment, the filtrate was inspissated at 40°C to 1/10 of volume, and injected subcuta-
neously to rabbits in 10 consecutive 0,8 ml daily doses. Intraperitoneal administra-
tion of polycythemic plasma filtrate (over three days) reduced the red cell count by
an average of 600—700 thousand (in 1 cu. mm.) (fig. 1). It also caused a fall in the
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number of reticulocytes in the airculating blood (fig. 2) and in erythroblasts in the
marrow (from 37 to 29,2%). The inspissated filtrate of polycythemic plasma injected
subcutaneously in 10 comsecutive daily doses (total dose equivalent to 80 ml of
pelycythemic plasma per rabbit) diminished the red cell count by 800 thousand
(in 1 cu. mm.) (fig. 3), haematocrit value, haemoglobin (tab. 2), number of erythro-
blasts in the marrow, and number of erythroblasts in mitosis (tab. 3). In that period,
the reticulocyte count in peripheral blood rose to 160°0 of norm (fig. 4).

The results referred to indicate that experimental polycythemia caused appea-
rance in the plasma of sheep of an active thermostabile substance which inhibited
erythropoiesis in normal rabbits on injection. We have named this substance ,ery-
thropoiesis inhibitor”. The results obtained, especially of marrow examination (total
number of erythroblasts, maturation curve, and percentage of erythroblasts in mito-
sis) suggest that the action of this inhibitor consists in: 1) inhibition of differentia-
tion of proerythroblasts from their mothercells (fall in totsl erythroblast number
with the character of the maturation curve essentially unchanged), and 2) inhibition
of the mitotic activity of all, and especially orthochromatic erythroblasts. (Tab. 3).
Brief application of the inhibitor is supposed only to inhibit haematopoietic processes
in the marrow, and continued administration to affect also maturation of reticulo-
cytes in the penipheral blood. The authors advance the hypothesis that in physiolo-
gical conditions the even level of erythrocytes in the blood is sustained by two
antagonistic active substances: erythropoietin, which stimulates erythrocyte produc-
tion, and the inhibitor, which inhibits it.
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