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Hormon przytarczyczny, produkt wydzielania najmniejszych organow
w organizmie zwierzecym, sasiadujacych z tarczycg jest pod wzgledem
skladu chemicznego substancja bialkowa. Poglad, wedlug ktérego sub-
stancja czynna gruczoldw przytarczycznych obejmuje kilka hormonéw
natury bialkowej o specyficznym dziataniu biologicznym znajduje dzis
duzo zwolennikdéw. llos¢ gruczoléw, ich wielko$é¢, polozenie sg zaleine
od gatunku. U czlowieka spotykane sg zwykle 4 gruczoly, u zwierzat
2 do 8. Waga gruczolu ludzkiego waha sie w granicach 20 do 30 mag.
Histologicznie, przytarczyce sa pochodzenia nablonkowego, w ktérych
dadza sie wyrozni¢ 2 rodzaje komérek: jedne, okreslone jako komorki
glowne, zawieraja niewielkie jadro, protoplazme o slabej zdolnosci bar-
wienia, drugie okreslone mianemn komérek kwasochlonnych barwia sie
eozyna. llos¢ komdrek kwasochlonnych wzrasta wraz z wiekiem, co
$wiadczy o ich charakterze prawdopodobnie degeneratywnym. Przypu-
szczalnie miejscem produkcji hormonu sga komérki gléwne.

Czynnosé¢ fizjologiczna hormonu przytarczycznego jest zwigzana
z metabolizmem wapniowo-fosforowym. Hormon ten jest mediatorem
w ruchu wapnia z substancji kostnej przez krew do nerek i innych
tkanek. Stany patologiczne wyplywajace z nadczynnosci lub niedoczyn-
nosci gruczoléw przytarczycznych pozostajg w $cislym zwigzku z meta-
bolizmem wapniowo fosforowym. Obrazy kliniczne tych stanéw patolo-
gicznych sa dokladnie poznane, ale mechanizm dzialania hormonu pozo-
staje jeszcze w sferze przypuszczen i hipotez czesto sprzecznych. Proces
powodujacy mobilizacje wapnia, jego ucieczke z tkanki kostnej, hyper-
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kalcemie, negatywny bilans wapniowy, zwiekszone wydalanie fosforanéw
i w zwigzku z tym hypofosfatemie i ujemny bilans fosforowy stanowi
obraz choroby Recklinghausena. W bezposrednim 7 nig zwigzku
pozostaje schorzenie kostne ,Ostitis fibrosa cystica generalisata“. Pierw-
szym symptomem choroby sa béle reumatoidalne w koriczynach, po-
czatkowo napadowe, péiniej coraz czestsze zmuszajace chorego do sta-
lego lezenia. Kosci stajg sie kruche i lamliwe. Juz przy badaniu zewne-
trznym daje sie zauwazy¢ znieksztalcenie kosine. Badanie rentgenow-
skie wykazuje poczatkowo objawy dekalcyfikacji, a przy przediuzajacej
sie chorobie zmiany w strukturze kosci. Charakterystyczne sa réwniez
cysty wystepujace przede wszystkim w czesciach nasadowych kosci
dtugich. Zawarto$¢ wapnia wyraznie podniesiona moze dochodzi¢ w skraj-
nych wypadkach do 29—30 mg®/: zwykle waha sie w granicach 18—20 mg®b.
Z dwu form wapnia wystepujacego we krwi wzrasta frakcja wapnia ultra
dializujacego. Podwyiszenie poziomu wapnia nie jest stale, raczej wy-
stepuje pewnymi skokami. Hyperkalcemii towarzyszy hypofosfatemia,
ktéra pozostaje w zwigzku z zwiekszonym wydalaniem fosforanow przez
nerki. W moczu wystepujg zwiekszone zawartosci wapnia i fosforanow.
W wielu wypadkach daje sie zauwazy¢ osadzanie wapnia w szeregu tkanek
oprécz tkanki kostnej, przede wszystkim w nerkach, czesto i w plucach. Zatka-
nie kanalikow moczowych solami wapniowymi staje sie przyczyna uremii.
Pobudliwos¢ nerwowo-mie$niowa na bodice elektryczne jest silnie zmniej-
szona. Przedluzajgca sie choroba Recklighausena sprowadza
ostatecznie silne wyniszczenie organizmu, calkowite zubozenie szkieletu
w wapn, wkoricu zejscie smiertelne, ktdrego bezposrednia przyczyng jest
mocznica lub oslabienie miesnia sercowego. Dla zespolu chorobowego
Recklinghausena charakterystyczne sg guzy samych gruczolow
przytarczycznych i guzy w tkance kostnej. Z calg pewnosciag moina stwier-
dzi¢, ze choroba Recklinghause na, ostitis fibrosa generalisata pozostaje
w $cislym zwiazku z nadczynnoscia gruczoldéw przytarczycznych. (Dowo-
dem tego jest osiagniecie poprawy klinicznej po wycieciu gruczoléw
przytarczycznych, operacja dokonana poraz pierwszy przez F. Mandla).
Istota procesu chorobowego jest mobilizacja wapnia z tkanki kostnej,
zachwianie rownowagi wapniowo-fosforowej, negatywny bilans fosforowo
wapniowy. Inne symptomy, jak zmniejszenie pobudliwosci nerwowo-
miesniowej, zwapnienie tkanek, hypotonia miesni sg tylko zaburzeniami
wynikajacymi z proceséw -pierwotnych. Dla rozpoznania choroby decy-
dujace beda oznaczenia poziomu wapnia i fosforanéw we krwi i badania
rentgenowskie. W leczeniu najlepsze rezultaty otrzymuje sie przy usu-
waniu gruczoléw przytarczycznych. Poziom wapnia i fosforanéw stosun-
kowo szybko wraca do normy, wapn osadza sie w kosciach. Jedynym
niebezpieczeristwem leczenia chirurgicznego jest obawa przed wystapie-
niem tezyczki przy calkowitym usunieciu wszystkich gruczoléw przytar-
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czycznych. Doswiadczalnie mozemy wywolaé stany podobne do objawéw
choroby Recklinghausena stosowaniem przez dluiszy okres
czasu duzych dawek wyciagdéw przytarczycznych, wzglednie duzych dawek
preparatow witaminu D. Chociaz, jak stwierdzono pézniej, tylko te pre-
paraty witaminowe dzialaja rownolegte do hormonu przytarczycznego,
w ktorych przewaza czynnik hyperkalcemiczny, a nie przeciwkrzywiczy.
Dehydrotachysterol wprowadzony do lecznictwa pod nazwag preparatu
AT 10, otrzymywany przez naswietlanie ergosterolu jest w swoim dziala-
niu odpowiednikiem hormonu przytarczycznego i ma te wyiszo$¢ nad
nim, ze moie by¢ wprowadzany do ustroju doustnie.

Niedoczynnos¢ gruczoldéw przytarczycznych staje sie przyczyng wy-
stapienia zespolu objawéw wywolanych przez zwiekszona pobudliwosé
nerwowo-mig$niowg znana pod nazwg teizyczki. Nie wszystkie formy
tezyczek sa zwigzane z niedoczynnoscig gruczoldw przytarczycznych.
Hanke klasyfikuje wszystkie dotychczas poznane formy teiyczek
wedlug nastepujgcego schematu: | Tezyczki pierwotne: 1) tezyczki
samoistne 2) teiyczki wywolane zakazeniem lub zatruciem, 3) tezyczki
wystepujace w cigzy, wzglednie w okresach karmienia, 4) tezyczki
wywolane usunieciem gruczoldéw przytarczycznych, 5) tezyczka wywotlana
niedomoga gruczoldow nadnerczy.

Il. Tezyczki wtérne: hyperwentylacja wywolana nadmierng czyn.
noscig oddechowa.

Tezyczki samoistne wystepujg tylko sporadycznie. Wystepowanie
ich jest zwiazane poniekad i z okolica, porami roku, zawodem (choroba
szewska). Przypuszcza sig, ze przyczyng teiyczek samoistnych jest brak
pewnych witamin. Tezyczki zakazeniowe wystepuja w przebiegu duru,
plonicy, anginy i przy zatruciach olowiem, morfina, fosforem, chloroformem.
Tezyczka wywolana usunieciem gruczoléw przytarczycznych daje zespét
charakterystycznych objawdéw wystepujacych zreszta i w innych formach
tezyczek. Skurcze zaczynajg sie zawsze od rgk, obejmujg gérne kon-
czyny i twarz. Drgawki dolnych konczyn wystepuja, przede wszystkim
u dzieci. Charakterystyczne sg pewne uloZenia rak (reka potoznika), nég
i swoisty wyraz twarzy. Dla rozpoznania klinicznego przyjete zostaly
nastepujace objawy teiyczkowe :

Objaw Trousseau (carpopedalspasm)

Objaw Chwostka (drgawki gornej wargi i twarzy)

Laryngospasm (skurcz mieéni krtani)

Objaw Erba wyrazony zmiana pobudliwosci nerwéw ruchowych na
bodice elektryczne., W stanach normalnych pobudzenie nastepuje przy
6.0 miliamp. natomiast przy stanach teiyczkowych ta sama reakcja jest
wywolana juz przy 0.6—3 miliamp. Stany niedoczynnosci przytarczycznej
charakteryzujg sie hypokalcemia i hyperfostatemia. Przy poziomie wapnia
ponizej 7 mg'/e wystepuja juz zwykle objawy tezyczkowe. W moczu
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wystepuja pewne aminy pochodzenia biatkowego guanidynowe. Wkoricu
wymieni¢ nalezy zaburzenia pochodzenia ektodermalnego towarzyszace
przewleklym stanom teiyczek potencjalnych zwiazanych z niedomoga
gruczolow przytarczycznych, do nich nalezg: za¢ma soczewki, uszkodze-
nia emalii zebow, zmiany skorne (wypryski i inne), wypadanie wiosow
i zmiany w paznokciach, ktére stajg sie kruche i lamliwe.

W leczeniu choréb zwigzanych z niedomoga gruczoléw przytar-
czycznych stosowane sa: preparaty otrzymywane z gruczoléw przytar-
czycznych, preparat dehydrotachysterol AT 10, duze dawki soli wapnio-
wych (chlorek wapniowy, mleczan wapniowy, glukonian wapniowy) —
stosowane przy diecie mleczno jarzynowej, bogatej w wapn.

Leczenie preperatami przytarczycznymi, nieobojetnymi dla organizmu
wymaga ciaglej kontroli poziomu wapnia we krwi, dokladnego zmiano-
wania podawanych preparatow w jednostkach. Nalezy tez zwréci¢ uwage
na roinice w reakcji zdrowych i z niedomoga przytarczyczng. Diugo-
trwale stosowanie preparatow przytarczycznych obniza wrazliwo$¢ ustroju
na ten hormon. W koricu zaznaczy¢ naleizy, ie preparaty te moga by¢
stosowane tylko pozajelitowo, poniewaz jako substancje biatkowe ule-
gaja strawieniu w przewodzie pokarmowym. Wieksza role w leczeniu
stanow tezyczkowych odegra¢ moze preparat witaminowy AT 10, ktéry
ma jeszcze te wyiszos$¢, Ze moze by¢ stosowany doustnie. Preparat
AT 10, dehydrotachysterol, czyli naswietlany ergosterol jest czynnikiem
mobilizujgcym wapn z tkanki kostnej. Dzialanie jego w odroznieniu od
hormonu przytarczycznego jest powolne i przediuzone. Podczas gdy
wprowadzenie hormonu przytarczycznego powoduje maksimum wzrostu
poziomu wapnia juz po 15 godzinach, to po podaniu preparatu AT 10
zaznacza sig slaby wzrost dopiero po 1 — 2 dniach i dzialanie to trwa
przez 8 dni, Wobec niebezpieczenstwa kumulacji nalezy stosowa¢ dawki
bardzo ostroinie przy ciaglej kontroli poziomu wapnia we krwi, kiéry nie
powinien przekroczy¢ 11 mg%o.

Obok tych zupelnie wyraznie zdefiniowanych zespoléw chorobo-
wych bedacych w bezposredniej zaleznosci od funkcjonowania gruczolow
przytarczycznych mozna wymienié jeszcze inne o podobnych obrazach kli-
nicznych, ktérych zwigzek z gruczotami przytarczycznymi nie jest pew-
ny. Do nich nalezy zespél Alberta Schonberga z pewnym
podobieristwem do ostitis fibrosa. Choroba Pageta identyfikowana przed-
tem z chorobg Recklinghausena daje obraz chorobowy klinicz-
ny, histologiczny, rentgenologiczny zupelnie swoisty nie pozostajacy
w zwigzku z gruczolami przytarczycznymi. Zwapnienie miesni (myositis
ossificans) mimo podobnych zaburzen w metabolizmie wapniowym nie
wykazuje blizszego zwigzku z wydzielaniem gruczoléw przytarczycznych.
Wprawdzie obraz chorobowy osteomalacji (zmiekczenia kosci) wykazuje
pewne podobieristwo do ostitis fibrosa, ale wybitne réinice w obrazach
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rentgenologicznych, nie przedstawiajacych zadnych zmian strukturalnych
w tkance kostnej, i roznice w poziomie wapnia nie wskazujg na zwigzek
z gruczolami przytarczycznymi. Natomiast pewne stwardnienia skéry,
za¢my oczne sg zdaniem wielu klinicystéw w zwigzku z czynnoscia gru-
czolow przytarczycznych. Brak jednak jeszcze pewnych dowodéw usta-
lajacych zaleznos¢ tych zespoléw chorobowych od gruczoiéw przytarczy-
cznych.

Po tym krotkim wstepie majacym na celu wprowadzenie w zagadnie-
nia zwiazane z rolg hormoanu przytarczycznago w ustroju, nalezy podac :

1. Wpyniki dotychczasowych badan nad strukturg chemiczng hor-
monu, ktére sa zwigzane bezposrednio z prébami preparatywnymi otrzy-
mania czynnej substancji z gruczoléw. Do dnia dzisiejszego nie zdolano
otrzyma¢ jeszcze substancji jednorodnej pod wzgledem chemicznym
o okreslonej masie czgsteczkowej i budowie chemicznej. Istnieje przy-
puszczenie co do istnienia kilku hormonoéw przytarczycznych z ktorych
kazdy ma odrebng role fizjologiczna.

2. Metody dla celéw standaryzacji preparatéw merkantylnych
i dla celow badan klinicznych w endokrynologii. Znane w literaturze
metody oparte sg na oznaczeniach poziomu wapnia we krwi lub w mo-
czu réinych zwierzat doswiadczalnych. Nie opracowano dotychczas me-
tody opartej na metabolizmie fosforanowym w zwiazku z wydzielaniem
gruczoléw przytarczycznych. Metoda poéiniejsza oparta na zasadzie wy-
biérczego apetytu u zwierzat dotknietych zaburzeniami gruczoléw przy-
tarczycznych nie ma wystarczajacych podstaw dla otrzymania scistych
ilosciowych wynikow.

3. Postep w dziedzinie badan nad zaleznosciami panujacymi miedzy
gruczolami przytarczycznymi a innymi gruczolami wewnetrznego wydzielania.

4. Wspdldzialanie, wzglednie przeciwdziatenie hormonu przytar-
czycznego z witaminami.

5. Srodki teraupeutyczne w leczeniu zaburzen i choréb zwiazanych
z funkcjami gruczoléw przytarczycznych.

Celem tej pracy jest z jednej strony wyprowadzenie pewnego syn-
tetycznego pogladu na stan badan w dziedzinie hormonu przytarczyczne-
go w zwiazku z pracami lat ostatnich i charakterystyka metod stcsowa-
nych do oczyszczania i izolowania czynnej substancji z gruczoléow przy-
tarczycznych, wkoncu przeprowadzenie poréwnan miedzy wynikami mo-
ich prac doswiadczalnych z lat 1938/9, a badaniami przeprowadzonymi
w okresie wojennym prawie wylacznie w laboratoriach amerykanskich.

Poglady na mechanizm wplywéw hormonu przytarczycznego ulegajg
jeszcze ciaglym wahzniom. Z szeregu prac lat ostatnich dadzg sie
wprowadzi¢ dwie teorie odnoszace sie do roli hormonu przytarczycznego
wustroju— Selaye (1), Cohn, T. Cohn, W. RAubl (2), Logan
M.A.(3), Thomson i Collip (4) sa zwolennikami dwutorowosci

2.
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w dzialaniu hormonu przytarczycznego. Jeden tor dzialania stanowi uderzenie
horm»>nu na tkanke kostna mobilizujace wapn, w wyniku czego odbywa sie
wzmozona resorbcja wapnia do krwi powodujgca hyperkalcemie i w na-
stepstwie tego zwiekszone wydalanie wapnia przez nerki w moczu
i w ogélnym efekcie ujemny bilans wapniowy. Drugim punktem zadzia-
tania hormonu sa nerki, w wydalaniu fosforanéw. Wzmoziony proces
wydalniczy fosforanéw przez nerki jest wedlug szkoly pierwszej zupelnie
niezaleiny od procesu wapniowego. W zwigzku z ta akcjg we krwi za-
znacza sie hypofosfatemia, a w moczu hyperfosfaturja. Fay M. Behr-
mann, V. G. Buck D. M. (5) stwierdzajg swoimi do$wiadczeniami bez-
posredni wplyw hormonu przytarczycznego na nerki w wydzielaniu fosfo-
randéw. Nieco wczesniej Lean M.A. i Bloom W. (6) wyprowadzaja
swoja teorje bezposredniego wplywu hormonu przytarczycznego natkan-
ke kostna, powodujgcego ucieczke wapnia z kosci i przez to zmiany histo-
logiczné w strukturze kosci. Potwierdzeniem teorii niezaleznosci dwo-
istej akcji hormonu przytarczycznego sq wyniki prac Stoercka H.C(7),.
ktéry przeprowadzal swcje doswiadczenia na zwierzetach z usunigtymi
nerkami i pozbawionymi przytarczyc. U zwierzat z zahamowang czyn-
noscig nerek Stoerck stwierdzil niezmieniony poziom wapnia w surowi-
cy, a podwyzszony o 100%0 poziom fosforanéw. Po drugim zabiegu wyciecia
gruczoldéw przytarczycznych zaznaczyt sie zmniejszony o /3 poziom wapnia
w surowicy, a podwyiszony poziom fosforanédw. Wyniki jego doswiadczen
wskazuja, Ze normalny poziom wapnia w surowicy moze by¢ utrzymany
w stanach nieczynnosci nerek, ale nie moze by¢ zachowany przy zabu-
rzeniach gruczotéw przytarczycznych. Natomiast poziom fosforanéw
uzalezniony jest tak od stanu nerek, jak i gruczoléw przytarczycznych.
Podobnie, jak to widzimy w pracach Stoercka w wiekszosci prac
badawczych nad metabolizmem wapniowo fosforowym badacze stosuja
metode wylaczania z obiegu pewnych organdw, nerek catkowicie lub
czes$ciowo, lub gruczoléw przytarczycznych, wzglednie jednych i drugich.

Kahlau (8) zaklada istnienie kilku hormonow przytarczycznych
podobnych do siebie ze wzgledu na swojg budowe chemiczng, biatkows,
ale roznych rowniez pod wzgledem dzialania biologicznego. Jeden z tych
hormonéw mialby requiowaé metabolizm wapniowy, a drugi fosforowy. K a-
blau przewiduje dla kaidego z nich odrebny mechanizm dzialania.

Druga szkota badaczy metabolizmu wapniowo-fosforowego, ktérej
przedstawicielami sa: Rlbright F. (9), Mc. Junkin F. A, Twe:
yed W.R, Mc Namara F.W. (10, Tweedy W.R. Temple-
ton R D. Mc. Junkin F.A (11), Neufeld A.H. Collip J.B.
(12) wyraia poglad $cistego skojarzenia wplywow hormonu przytarczycz-
nego w jeden ciag reakcji:

a) wydalania fosforanow przez nerki, b) resorpcji wapnia z tkanki
kostnej. Neufeld i Collip przeprowadzili swoje doswiadczenia






20 J. Opienska-Blauth

wody, natomiast zuzycie soli wapniowej bylo takie same, jak u zwierzat
kontrolnych.

B). Zwierzeta jak wyiZej z ograniczong zdolnoscig nerek przy po-
zostawieniu wyboru miedzy woda a fosforanem sodowym, wykazywaly
wyraznie zmniejszone zuzycie fosforanu w stosunku do warunkéw
normalnych.

C). Przy pozostawieniu wyboru miedzy solg wapniowa a fosforanem
sodowym zwierzeta jak A i B zuiywaly wiecej soli wapniowej przy
tym samym poziomie zuzycia fosforanow odpowiadajgcym zwierze-
tom kontrolnym.

D). Zwierzeta po usunigciu gruczolow przytarczycznych wykazuja
niezaprzeczenie wzmoiony apetyt na sdl wapniowa, natomiast wybitny
spadek apetytu fosforanowego.

E}. Przy kombinacji obu zabiegéw chirurgicznych majacych na celu
czesciowe ograniczenie funkcji nerek i calkowite wylgczenie funkcji hor-
monu przytarczycznego, zaznaczyl sie u zwierzat doswiadczalnych w po-
rownaniu do zwierzat kontrolnych tylko staby przyrost apetytu wapnio-
wego, natomiast wybitny spadek apetytu fosforanowego.

W pézniejszych swych doswiadczeniach Richter O.P.iBirming-
ham J.R. (15) przy zastosowaniu powyzej opisanej metody wybidrczego
apetytu, przeprowadzili préoby na zwierzetach z wycietymi gruczola-
mi przytarczycznymi i poréwnali dzialanie preparatdéw przytarczycznych
z dzialaniem witaminéw D, w szczegdlnosci preparatem AT 10, (de-
hydrotachysterol), witaminem Dz (Calciferol) i witaminem L3 (7-dehydro-
cholesterol naswietlany). Wyniki doswiadczern podane zostaly w naj-
mniejszych dawkach preparatéw, ktore doprowadzaly zuiycie wapnia do
poziomu normalnego. Dos$wiadczenia przeprowadzone na 30 szczurach
odzywianych dietg nisko wapniowg z wycietymi gruczotami przytarczycz-
nymi daly wyniki nastepujace: wzmozony apetyt wapniowy, przy pomo-
cy ktorego udalo sie uzyska¢ normalny poziom wapnia w surowicy i za-
pobiezenie tezyczcze. Zwiekszenie ilosci wapnia w pozywieniu obnizato
apetyt zwierzat na sole wapniowe do poziomu normalnego. Przy zasto-
sowaniu malych dawek preparatéw przytarczycznych nie osiagnieto stanu
normalnego aparatu wapniowego. Natomiast wyisze dawki powyzej 100
jednostek Kollipa na kg. przy pomocy ktérych osiggano normalny ape-
tyt wapniowy, byly jui toksyczne. Preparaty witaminéw D: — AT10
(0035—0. 25 mg) dziennie na kg., wagi, D2 i C3 — 3600j — 5000j na kg.
wagi dziennie, wykazaly w tych samych warunkach do$wiadczalnych
o wiele silniejsze dzialania od preparatow przytarczycznych. Wyzisze
dawki preparatow witaminowych byly silnie toksyczne. Po zastosowaniu
ich wystepowala u zwierzat utrata wagi i $mieré. Natomiast préby
z tranem nawet w znacznych dawkach, nie daly rezultatu dodatniego.
Doswiadczenia te sa wyraznym dowodem zywszego udzialu witaminu D
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w metaboliZmie wapniowym od hormonu przytarczycznego. Richter
i Birminghan przypuszczaja, ze witamin D dziala bezpos$rednio na
przemiane wapniowa i wydalanie fosforanéw, natomiast hormon przytar-
czyczny ma wplyw bezposredni tylko na wydalanie fosforandéw. Wnioski
te sg potwierdzeniem teorii Collipa, Tweedy iinnych o posredniej roli
hormonu przytarczycznego w metabolizmie wapniowym. Doswiadczenia kli-
niczne przeprowadzone przezRichtera i Birminghama na chorych
z niedomoga przytarczyczng potwierdzily te wyniki osiagniete na zwierzetach
doswiadczalnych. Rutorzy podkreslaja dobre strony tej, powyzej opisanej
metody biologicznej. Zdaniem ich, metoda jest bardzo prosta technicz-
nie, bynajmniej nie diugotrwata i naogol! niezawodna przy zachowaniu
stalych warunkéw doswiadczalnych.

W r. 1943 pojawia sie jeszcze jedna praca Richetra i Sylwii
Helfrick (16), ktéra ma na celu zbadanie wplywu hormonu przy-
tarczycznego i AT10 na metabolizm fosforowy. Autorzy postuiyli sie ta
sama metodq wybidrczego apetytu zwierzat pozostajacych na diecie
nisko wapniowej z wycietymi gruczolami przytarczycznymi. Po operacji
wystepowalo wyrazne zmniejszenie zuzycia fosforanu na korzys¢ wody.
Injekcje wyciagow przytarczycznych wywolaly zmniejszenie apetytu fosfo-
ranowego az do poziomu normainego. Te same wyniki otrzymano
z preparatem AT10. Te ostatnie doswiadczenia podkreslajg rowniez poglady
autorow na drogi dzialania hormonu przytarczycznego.

Zagadnienia zwiazane z metabolizmem wapnia i fosforu, udziatu
w nich hormonu przytarczycznego i witaminu D, byly oddawna przed-
miotem szerokiego zainteresowania biochemii. W ostatnich kilku latach
pojawil sie szereg prac zwigzanych z préobami wyjasnienia mechanizmu
dzislania czynnikéw antyrachitycznych i ich wplywu na metabolizm
wapniowo-fosforanowy, w zwigzku z hormonem przytarczycznym. Do
szeregu znanych jui dawniej preparatéw, witaminu L (calciferol), 50%
preparatu znanego pod nazwa viosterolu i witaminu D3 (naswietlony
7-dehydrocholesterol) przybyt jeszcze powszechnie dzi$ stosowany pre-
parat AT10 (dehydrotachysterol). Rola witaminowych preparatéw w me-
taboliZmie wapnia jest dwojaka, jedna to odkladanie wapnia w kosciach
czyli kalcyfikaja, druga to rozpuszczanie substancji kostnej. | w jednym
i drugim wypadku wystepuje silne zapotrzebowanie soli wapniowych
pobieranych w pozywieniu. W reakcji pierwszej, antyrachitycznej, osadza
sie pobrany wapn w kosciach, w reakcji drugiej, hyperkalcemicznej na-
stepuje resorpcja wapnia do krwi i wydalenia go przez nerki w moczu.
Wynikiem reakcji antyrachitycznej jest pozytywny bilans wapniowy,
a wynikiem reakcji hyperkalcemicznej ujemny. Techniczny preparat wi-
taminu D jest mieszaning czynnika antyrachitycznego i hyperkalcemicz-
nego. Z prac Mc. Leana F.C (17) wynika, ze preparat AT10 zawiera
glownie czynnik hyperkalcemiczny.
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Albright i jego wspdlpracownicy (18, 19, 20) streszczaja role
hormonu przytarczycznego, calciferolu, preparatu AT10 w resorpcji wap-
nia i wydaleniu fosforanéw. U zwierzat nierachitycznych zaznacza sie
calkowita analogia w dzialaniu tych preparatéw w metabolizmie wapnio-
wym. Logan i OConnor (21) przypuszczajg, ze hormon przytar-
czyczny podobnie do preparatéw witaminowych D rozpuszcza substancje
kostng. W metabolizmie fosforanowym nie daje sie zauwazy¢ analogia
w dziataniu witamipu D i hormonu przytarczycznego. Witamin D zwieksza
resorpcje fosforanéw w nerkach, hormon przytarczyczny zwieksza wy-
dalanie. Wyniki tych prac wyjasniaja dostatecznie, dlaczego hormon
przytarczyczny, czynnik rozpuszczajacy substancje kostna, daje w csta-
tecznym efekcie obnizenie poziomu fosforanow w surowicy.

Préby teoretycznego uzgodnienia réwnoleglej akcji witaminu D
i hormonu przytarczycznego w metabclizmie wapniowym nie daly dotych-
czas jasnego i jednoznacznego pogladu na mechanizm tych procesow.

Tak jak pod pojeciem substancji zwanej dawniej witaminem D
objetych jest kilka czynnikéw o réoznej strukturze chemicznej i réZnym
dzielaniu biologicznym, zapewne i hormon przytarczyczny nie stanowi
substancji jednolitej pod wzgledem chemicznym i pod wzgledem reakcji bio-
logicznej. Wood T. R.i Ross F (22) zekladaja na podstawie swych
badan istnienie przynajmniej 2 skiadnikéw o réinej masie czasteczkowej
w czynnym wyciggu biatkowym z gruczoléw przytarczycznych. Czy me-
tabolizm wapnia i fosforu jest zwigzany z jednym czynnikiem hormonu
przytarczycznego czy z obu, pozostaje jeszcze kwestjg otwarta.

W literaturze hormonu przytarczycznego niewiele jest prac tyczacych
zaleznosci funkcji gruczolow przytarczycznych od innych gruczotéw
wewnetrznego wydzielania. Nawet przysadka mézgowa o roli tak wszech-
stronnych zaleznosci obejmujacych wszystkie gruczoly endokrynne nie
wykazuje wyraZnie zdecydowanego  wplywu na gruczoly przytarczyczne.
Problem tych zaleznosci zostat poruszony przez Blumentala i Loeba
(23). W poszukiwaniu odpowiedniej metody autorzy oparli sie na obser-
wacji nieopublikowanej zwiekszenia mitozy w tarczycy pod wplywem
przedniego plata przysadki mézgowej. Blumental i Loeb uzy-
skali w szeregu doswiadczen przeprowadzonych na $winkach morskich
zwiekszenie aktywnosci mitotycznej w obu gruczotach, tarczycy i przy-
tarczycach. Wyciecie przysadki mézgowej powodowalo w obu gruczolach
zmniejszong akiywno$¢ mitotyczng. Blumental i Loeb zakladajg
mozliwo$¢ wydzielania w tarczycy hormonu paratyreotropowego kon-
taktujacego tarczyce z przytarczyczkami

Natomiast wyniki poZniejszej pracy Carnes, Osbolda i Sto-
recka (24) swiadcza o braku wszelkiej zaleznosci miedzy hormonem
przytarczycznym a przysadka mozgowa. W swoich doswiadczeniach auto-
rzy opieraja sie na probach ze zwierzetami pozbawionymi przysadki
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mdzgowej, ktore wykazywaly normalny poziom wapnia i fosforanéw
W surowicy.

Z innych prac nad zasiegiem hormonu przytarczycznego nalezy wy-
mieni¢ publikacje Greenber (25), Nitzescu (26), Tweedy
i Cambell (27), ktorzy sygnalizuja wplywy hormonu przytarczycznego
na metabolizm fosforowy w watrobie, Tweedy (28) wskazuje przy
pomocy doswiadczen z fosforem radioaktywnym na bezposredni udzial
hormonu przytarczycznego w metabolizmie fosforowym watroby.

Wood i Ross (29) przeprowadzali badania in vitro nad wply-
wem hormonu przytarczycznego na fosfataze w nerkach., Wprawdzie
w rezultacie wywolywano aktywacje fosfatazy, lecz dzialanie hormonu
przytarczycznego nie jest w tym wypadku specyficzne. Te sama role
odgrywaja w stosunku do fosfatazy i inne biatka, np. biatko jaja kurzego,
biatko surowicy i inne.

W poréwnaniu do innych dzialéw endokrynologii literatura hormonu
przytarczycznego jest bardzo niewielka. Wiekszo$¢ publikowanych prac
odnosi sie do roli hormonu w metaboliZmie wapniowo-fosforowym.
Ostatnie lata przyniosly doswiadczenia, ktére staly sie zawigzkiem dyskusji
na temat korelacji miedzy hormonem przytarczycznym a witaminem D.
Prace te nie daly wystarczajacych dowodéw doswiadczalnych, ktéreby
pozwolily wyprowadzi¢ ogolna teorie ujmujacg role hormonu przytar-
czycznego w calym ustroju, a przede wszystkim w metaboliZzmie mine-
ralnym. Natomiast zagadnienia zwigzku hormonoéw przytarczycznych
z innymi gruczotami wewnetrznego wydzielania, wplywu hormonu przy-
tarczycznego na procesy odbywajgce sie w innych wainych organach np.
watrobie i miesniach nie budza jeszcze, przynajmniej w tej chwili,  szer-
szego zainteresowania.

W r. 1938 w Paristwowym Zakladzie Higieny w Warszawie, w Dziale
Kontroli Organopreparatow rozpoczelam z R, Truszkowskim
i Jo Ilwanowska cykl badan nad hormonem przytarczycznym.
W programie pracy uwzglednione byly nastepujace tematy zwiaz?ne
z metodyka ilosciowej oceny czynnosci i preparatyka tego hormonu:

A). Metoda ilosciowego oznaczenia wapnia w moczu.

B). Metodailosciowej oceny czynnosci preparatow przytarczycznych,

C). Metoda preparatywna otrzymywania czynnych wyciagéw przy-
tarczycznych i preparatu standartowego.

D). Badania nad struktura chemiczng czynnych wyciagéw przy-
tarczycznych,

E). Korelacje miedzy witaminami D i hormonem przytarczycznym.

F). Opracowanie metody ilosciowej oznaczania aktywnowosci hor-
monu przytarczycznego z poziomu fosforanéw wydalonych w moczu.

Z tych wyzej wymienionych tematéw trzy pierwsze zostaly opraco-
wane. Wydane zostaly nastepujace prace:
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1). Metoda oznaczania wapnia w moczu szczurdw (30).

2). Metoda cceny czynnosci preparatéw przytarczycznych (31).

3). Metoda preparatywna otrzymywania czynnych wyciagéw przy-
tarczycznych. Ostatnia praca zostala przygotowana do druku w czerwcu
w 1939 r. Wybuch wojny w Polsce uniemoiliwil jej wydrukowanie. Na
skutek dzialan wojennych w Warszawie wszelkie notatki odnoszace sie
do tej pracy zaginely bez $ladu.

Praca ktérg podejmuje ma na celu nie rekonstrukcje tej znacznej
ilosci doswiadczen przeprowadzanych w okresie kilkunastu miesiecy,
gdyz to z powodu braku materialow jest niemozliwe, ale zestawienie
obserwacji i wynikow badan odtworzonych z pamieci i oéwietlenie ich
w zwigzku z postepami nauki w tej dziedzinie po roku 1939.

By nawiaza¢ z caloscia zagadnienia podam w streszczeniu wyniki
badan juz ogloszonych, przyczem zwrdce uwage na te momenty, ktére
nas dzielg w pogladach od innych badaczy.

Poniewaz czynnos$¢ hormonu przytarczycznego jest zwiazana przede
wszystkim z metabolizmem wapniowym, podwyziszenie poziomu wap-
nia we krwi i w moczu jest efektem najbardziej istotnym dla okreslania
czynnosci. Zmiany poziomu fosforandw nle budzily jeszcze w tych la-
tach szerszego zainteresowania, to tez tylko metody zwigzane z oznacze-
niem wapnia W moczu i w surowicy znalazly zastosowanie w metodyce
ilosciowej badan tego hormonu. Pierwsze dos$wiadczenia z wyciggami
przytarczycznymi byly przeprowadzane przez Collipa i Clarca (32
33), na psach, u ktérych okreslano wzrost poziomu wapnia we krwi
w pewnych, okres$lonych warunkach doswiadczalnych. Metoda ta, w kté-
rej ze wzgledu na zrozumialg, niewielka ilos¢ zwierzat uzywanych do do-
$wiadczen, czynnik indywidualnej reakcji zwierzecia odgrywa znaczng role,
nie wydala sig nam odpowiednig dla naszych celéw.

Metoda Deyera (34, 35 36), ktéry wprowadzit do oznaczen wzio-
stu poziomu wapnia mocz szczuréw wydala sie nam bardziej racjonalna.
Przeprowadzenie wiekszej ilosci doswiadczen na liczniejszych grupach
malych zwierzat pozwalalo wylgczy¢ prawie caltkowicie czynnik indywidu-
alnosci osobniczej. W opracowaniu Deyera metoda miala tylko
charakter jakosciowy i pozwalalo tylko w przyblizeniu ocenia¢ i porowny-
waé¢ czynnos¢ preparatow  przytarczycznych. W zwiazku z wyborem
sposobu Deyera nasunela sie koniecznos¢ opracowania w pierw~
szym rzedzie metodyki oznaczenia wapnia w moczu szczurzym. Do tych
celéw zastosowaliSmy metode mikro Halversona i Bergheima
(37) zmodyfikowana przez Van Slyke i Sendroy (38). Metoda
ta, po wprowadzeniu pewnych modyfikacji i przystosowaniu do skladu
moczu szczuréw, okazala sie doskonala, niezawodng i nadajacg sie do
okreslenia ilo$¢i wapnia ponizej O. 1 mg. ;W naszych doswiadczeniach
wprowadzili§my oznaczenia wapnia bezposrednio w moczu bez poprzed-
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niego spopielania, przeciwnie do Deyera. Wyniki otrzymane z réwno-
leglych oznaczen w moczach spopielanych i bezposrednio byly catkowi-
cie zgodne. Spalanie moczow w obecnosci kwasu siarkowego okazalo
sie niewskazane, poniewaZ przy stezeniu jonu SO; ponad 1% wapn nie
straca sie ilosciowo jako szczawian. Cze$¢ wapnia pozostaje w osadzie
jako siarczan. Odbialczanie moczu przed straceniem wapnia okazalo sie
konieczne. Ze wzgdledu na normalng zawarto$¢ bialka w moczu szczu-
réw odbialczanie kwasem trojchlorooctowym bylo stosowane we wszyst-
kich oznaczeniach. Kwas trdjchlorooctowy i jego nadmiar w zadnym
wypadku nie wplywal na wyniki oznaczenn. Poniewaz, jek naleialo przy-
puszczaé Deyer stosowal w swoich oznaczeniach spopielania moczdw
z powodu obecnosci kwasu moczowego, przeprowadzili§émy szereg badan
kontrolnych na wplyw kwasu moczowego na wyniki oznaczen. W zad-
nym wypadku kwas moczowy nie stracal sie obok szczawianu wapnio-
wego i nie absorbowal sie na osadzie szczawianu wapniowego.

Wyniki tych doswiadczern pozwolily na przeprowadzenie wszystkich
oznaczen w moczach niespopielanych. Technika samych oznaczen byla
juz wobec tego bardzo uproszczona. Jeszcze pewng trudno$é przy ilo-
sciowym strgceniu wapnia stanowila obecno$¢ fosforanéw w moczu. Na-
lezalo ustali¢ takie stezenie jondw wodorowych, przy ktérym jon wap-
niowy straca sie ilosciowo, a fosforany pozostaja w roztworze. Przy pH
okoto 6.5 wypada krystaliczny osad fosforanu amonowo-magnezowego,
ktorego obecnos$é uniemotzliwia dokladne przemycie osadu szczawianu
wapniowego amoniakiem. W szeregu préb okreslono optimum stezenia
jondw wodorowych, przy ktérym szczawian wapniowy strgca sie iloscio-
wo, a fosforany pozostdjg w roztworze pH __ 4.25-4.55.

By uzyskal calkowita dokiadnos$¢ wynikow opracowalismy w szere-
gu prob optimum temperatury roztworu przy stracaniu szczawianem amo-
nowym, czasu pozostawienia osadu po stigceniu i ilosci przemywan
osadu rozciericzonym amoniakiem. Technika tej metody jest zupelnie
prosta,  wymaga jednak pewnej wprawy i dokladnosci, szczegélnie przy
przemywaniu osadu silnym strumieniem amoniaku i syfonowaniu cieczy
nad odwirowanym osadem przy pomocy cienkiej kapilary. W poiniej-
szej literaturze w latach 1939-46 nie znalaztam zadnej pracy odnosza-
cej sie do oznaczen wapnia w moczu. Czes$¢ - druga mojej pracy miala
na celu opracowania metody ilosciowej oceny czynnosci hormonu przy-
tarczycznego i okreslenie jednostki wyrazajacej zalezno$¢ reakcji od daw-
ki preparatu hormonalnego. Trzeba bylo pokonac¢ szereg trudnosci zwia-
zanych z wyborem klatek dla szczuréw, ‘diety, i sposobem ich zywie-
nia. Sposéb ilosciowego zbierania moczu, izolowania go od kalu i resz-
tek pozywienia wymagat rowniez opracowania. Doswiadczenia byly prze-
prowadzane na 4 grupach bialych szczurow po 5 sztuk z jednego miotu
umieszczonych w duzych 6 litrowych flaszkach z obcigtymi dnami, w ktg-
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rych dno stanowily nierdzewne siatki metalowe. Zwierzeta byly odiywia’
ne dieta nisko-wapniowa, pelnowartosciowg. W celu ujednostajnienia
norm pokarmowych dla wszystkich zwierzat pokarm byl przygotowany
pod postacig knedli jednakowej wagi. Karmienie zwierzat odbywalo sie
raz na dobe, przyczem kazdy osobnik otrzymywal swojg porcje. Codzien-
ne obserwacje wykazaly doskonale zdyscyplinowanie szczuréow, z ktérych
kazdy spoiywal tylko swoja porcje. Nie bylo walk o zywnos¢, kaidy
osobnik po spoiyciu swojej porcji zblizal sie do flaszki z woda. Po
ujednostajnieniu warunkéw odzywienia, sposobdw ilosciowego zbierania
moczu, oddzielania go od resztek jedzenia i kalu, przeprowadzono okoto
1000 oznaczenn wapnia w moczu u réznych grup w celu otrzymania od-
powiedniego materialu statystycznego potrzebnego do okreslenia wplywu
czynnika indywidualnego zwierzat. Wyniki oznaczen byly wyrazone w mg.
wapnia w “‘dobowych zawartosciach moczu w obliczeniu na 100 g. wagi
zwierzecia. Opracowano metode graficzna dla wyrazania reakcji zwierzat
na hormon przytarczyczny, ktérej podstawy teoretyczne uzasadniono przy
zastosowaniu praw i wzorow z biometrii. Z krzywych indywidualnych
zawartosci wapnia w dobowym moczu na 100 g. wagi zwierzat wynika,
ze nawet przy zachowaniu wszelkich standartowych warunkéw doswiad-
czalnych, wystepuja pewne wahania w zawartosci wapnia. Jednakie z oz-
naczen przeprowadzanych w kilku grupach réwnoczesnie wynika, ze czyn-
nik zmiennodci w ilosci wapnia jest ten sam dla wszystkich grup do-
$wiadczainych. Piawdopodobnie wahania te nie sg wynikiem indywidual-
nej zmiennosci zwierzat, ale pewnych nieskontrolowanych czynnikow
zewnetrznych. Zastosowanie praw biometrii pozwolilo rozstrzygnaé za-
gadnienie wyboru wartosci dla wyrazenia czynnosci hormonalnej przy-
tarczyc; absolutnego przyrostu wapnia w doborowym moczu na 100 g.
wagi zwierzat, czy tez wartosci wzglednej wynikajacej z réznicy przyrostu
wapnia grupy doswiadczalnej po zastrzyku hormonu przytarczyc i row-
noczesnego przyrostu wapnia w grupie kontrolnej Dla przyrostow abso-
lutnych otrzymano standartowe odchylenie 0,156 mg. a dla przyrostéw
wzglednych w zestawieniu z grupa kontrolng 0.066 mg. W zwiazku z tym
wynikiem tylko wzgledny sposdéb obliczania wynikéw przyrostu wapnia
jako rézinicy miedzy grupg doswiadczalng a kontrolna wydaje sie racjo-
nalny. Na zasadzie naszych doswiadczen chce podda¢ rewizji sposéb
Collipa okre$lania przyrostu wapnia w surowicy w czasie scisle okre-
$lonym po zastrzyku hormonalnym. Jak wynika bowiem z naszych do-
$wiadczenn przeprowadzanych na réznych grupech zwierzat z rozmaitymi
dawkami preparatdw przytarczycznych okres reagowania zwierzat nie jest
jednakowy. Np. trzy grupy doswiadczaine szczurow otrzymujg jednako-
we dawki tego samego preparatu, czwarta grupa pozostaje jako kon-
trolna. Otéz jedna z tych grup wykazuje powolny wzrost poziomu wap-
nia w moczu, maksimum wypada dopiero po 48 godzinach od chwili in-
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jekcji, w trzecim dniu zaznacza sie niewielki spadek, a powrét do nor-
mainego poziomu dopiero po 5 dniach. W drugiej grupie wystepuje
maksimum po 24 godzinach, ktdre ulrzymuje sie przez nastepne 24 go-
dziny, dopiero w trzecim dniu zaczyna sie wolny spadek. W trzeciej
grupie zaznacza sie silny. wzrost w pierwszych 24 goczinach, nastepnego
dnia odbywa sie gwaltowny spadek i powrdt wapnia do normalnego
poziomu. Te wyniki doswiadczen skionily nas do irnego ujecia iloscio-
wej reakcji zwierzat na hormon przytarczyczny od ogdlnie przyjetych.
Zaproponowali§my metode graficzna dla wyrazenia czynnosci preparatow
przytarczycznych opartg na nastepujacych zasadach: Wzgledny przyrost
wapnia poréwnawczy z grupg kontroing wyrazony w mg (100 g. zwierzat
zaznacza sie na osi rzednych). Na osi odcietych zaznaczone sa dnie do-
Swiadczalne (24 godz.) (Rys. 1 i 2).

Przyrost calkowity wapnia wyrazony jest powierzchniag, w ktérej
0.1 mg—Ca = 1cm2 Ten sposéb wyrazania wynikéw reakcji dal naj-
lepsza zgodno$¢. Podaje np. wyniki osiagniete dla 3 grup doswiadczal-
nych przy jednakowych dawkach tego samego preparatu.

51 -_ 22,6 cm?
Sz — 25,2 cm? S — powierzchnia przyrostu
S3 — 22,9 cm? wzglednego wapnia.

Szereg dalszych doswiadczen miat na celu wykazanie proporcjonal-
nosci reakcji do dawki. W wielu doswiadczeniach przeprowadzanych na
réznych grupach szczurdéw z rozmaitymi preparatami od najstabszych do
najsilniejszych stwierdziliSmy linearng zaleznos$¢ reakcji biologicznej wy-
razonej przez S od logarytmu dawki.

Czynno$¢ preparatu przytarczycznego da sie wyrazi¢ wzorem:

= g dawidh dawka wyrazona w mg. (Rys 2)

Zaproponowalismy wprowadzenie jednostki szczurzej jako 1/10 tej
ilosci preparatu, ktéra daje wzrost wapnia wydalonego w moczu o 1 mg.

Przeglad literatury po 1939 r. do chwili biezacej odnoszacej sie do
hormonu przytarczycznego wykazuje, ze nie wprowadzono innej metody
badan preparatéw przytarczycznych oprocz juz istniejacych, to znaczy
Colilipa na psach i naszej, opartej na zasadzie Deyera, na szczurach,

Natomiast znalaziam w kilku pracach z lat ostatnich udoskonalenia
wprowadzone do metody Collipa. Blissi Ross (39) opracowalj
metode Collipa wedlug zasad biometrii, przy czym stwierdzili, e
ilos§¢ zwierzat stosowana przez semego Collipa i innych badaczy,
ktorzy te metode stosowali, jest niewystarczajaca dla uzyskania standar-
towego odchylenia ponizej 10%. Wood i Ross (40) zastosowali do
swych wyczerpujacych badan nad preparatami przytarczycznymi metode
Collipa, ale juz z wieksza iloscia zwierzat doswiadczalnych. Oni tez
wprowadzili modyfikacje w okreslaniu jednostek Collipa. Pierwsza
jednostka wprowadzona przez Collipa wyrazala sie w 0,01 czesci tej
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ilosci hormonu, ktéra wywoluje wzrost wapnia w surowicy psa o 5 mg.
po 15 godzinach. Jednostka Hansona stanowita 0,01 tej ilosci hormonu
przytarczycowego, ktdéra wywoluje wzrost wapnia u psa pozbawionego
przytarczyc o 1 mg. po 6 godzinach. PdZniejsza jednostka Collipa
poprawiona przez Wooda i Rossa U S P. stanowi 001 tej ilosci
hormonu przytarczycowego, ktére wywolujg wzrost poziomu wapnia
w surowicy psa wagi 10—12 kg. o 1 mg%s w czasie 16 godzin od chwili
podskérnej injekcji. Przy okreslaniu jednostki Wood i Ross odnosili
ja do mg. azotu zawartego w prepracie (nitrogen potency). Rutorzy
chcieli tym sposobem wyeliminowaé wplyw zwigzkow balastowych nie
bedacych substancjg bialkowa.

Z innych préb, ktére jednak nie odegraly powainiejszej roli w pra-
cach badawczych nad hormonem przytarczycznym, nalezy wymieni¢ prace
Hamiltona i Schwartza (41), ktérzy oznaczali wzrost wapnia
w surowicy krolikéw. Kroliki doswiadczalne otrzymywaly oprécz injekcji
hormonu przytarczycznego, per os niewielkie dawki chlorku wapniowego.
Wood i Ross stwierdzaja, ze metoda ta nie daje dobrych wynikow,
gdyz zmiennosé reakcji u krélikéw jest wieksza niz u innych zwierzat.

Wprawdzie w wiekszosci dotychczasowych prac badawczych nad
hormonem przytarczycznym stosowana jest metoda Collipa i jego
jednostki, sadze jednak, ze nasza metoda graficzna przy zastosowaniu
mniejszych zwierzat do$wiadczainych ma lepsze warunki dla wylaczenia
czynnika zmiennosci. Ponadto, w metodzie Collipa jest pewna do-
wolnos¢ w zalozeniu, ze maksimum wzrostu wapnia w surowicy wystapi
zawsze W tym samym czasie u wszystkich zwierzat.

Sadze, ze to maksimum wzrostowe poziomu wapnia w surowicy
wystepuje nie zawsze 15—16 godzin po zastrzyku i zapewne pozostaje
w zwigzku z wielkoscia dawki, indywidualno$cia zwierzecia i szeregiem
innych czynnikéw zmiennych w czasie doswiadczenia. Nasz sposéb
ujmowania reakcji jako powierzchni, raczej odpowiada prawdzie.

Pod wzgledem technicznym nasza metoda jest prosta i nie wymaga
specjainych urzgdzen. Jedyng ujemna strong jest dlugotrwalos¢ jednego
doswiadczenia. Calkowity bowiem okres jednego doswiadczenia wynosi
od 7—10 dni. Nalezy bowiem uwzgledni¢ okres wstepny stabilizacji
wapniowej zwierzat w $cisle okreslonych i ujednostajnionych warunkach
zewnetrznych (conajmniej 3 dni), drugi okres wilasciwego doswiadczenia
czyli wzrostu poziomu wapnia i powrotu do normalnego poziomu ($red-
nio 3 i 3 dni). Ostatni okres 3-dniowy moze by¢ réwnoczesnie okresem
stabilizacji wapniowej do nastepnego doswiadczenia. Te same grupy
zwierzat mogly by¢ uzywane do doswiadczen przez 3— 4 miesiecy bez
przerwy. Z pracy Wooda i Rossa wiadomo mi, ze i w metodzie Collipa
do$wiadczenia z psami nie moga by¢ przeprowadzane czegsciej, niz raz

, ha tydzien.
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Wkoncu wypowiedzie¢ musze swoj poglad, ze zadna z wyzej opisa-
nych metod nie odpowiada w zupeilnosci wymaganiom i wszystkie sa
dalekie od doskonatosci. Brak dobrej, prostej technicznie i krétkiej me-
tody, brak zainteresowania tym tematem klinicystow, dla ktérych pro-
blemy zwigzane z hormonem przytarczycznym nie naleig do palgcych
i najwazniejszych sprawil, Ze wszelkie zagadnienia zwigzane z tym hormo-
nem nie zostaly tak wyczerpujaco opracowane jak dla innych hormonoéw.

W trzeciej czesci projektowanego cyklu badan nad hormonem przy-
tarczycznym zajelam sie strong preparatywna. Zdaniem moim bylo przy-
gotowanie czynnych preparatow nadajacych sie do badann metodycznych
i preparatu wzorcowego. Pierwsze prace preparatywne nad otrzyma-
niem czynnych wyciagéw pochodzg od Collipa (32, 33).

Collip stosowal ekstrakcje $wiezych gruczoldw rozcienczonym
kwasem solnym. Czynne frakcje bialkowe otrzymywane byly na drodze
wysolenia calkowitego chlorkiem sodowym lub polowicznego siarczanem
amonowym.

Fischer i Larson (42) przygotowywali kwasne wyciggi droga
ekstrakcji n. kwasem solnym. Wyciagi te, po zobojetnieniu i zabezpie-
czeniu krezolem, przechowywane w niskiej temperaturze, zachowywaly
swoja aktywnosé¢ w czasie 3 miesiecy. Hiot, Robison, Tendick (43)°
stosowali ekstrakcje wodno-alkoholowa swiezych gruczoléw przytarczycz-
nych. Autorzy podkreslili znaczenie otrzymania czystych frakcji biatko-
wych wolnych od lipoidéw. Ich metody preparatywne odpowiadaly tym
zalozeniom.

Davies, Dickens, Dodies (44) przygotowali z swiezych
gruczoléw wyciagi acetonowe i stracali czynng frakcje kwasem pikrynowym.

Tweedy (45) przeprowadzit ekstrakcje $wieiych gruczoléw od-
tluszczanych mechanicznie rozcieficzonym kwasem solnym. Czynne
frakcje bialkowe stragcone byly kwasem tréjchlorooctowym. Wydajnosé¢
czynnych frakcji wyniosta od 0.25 — 0.58% w stosunku do wagi swiezych
gruczotéw, 1.5 do 2.5 mg. na jeden gruczol. Tweedy okreslal czyn-
nos¢ swoich preparatéw przy pomocy metody Collipa. Do ozna-
czen wapnia w surowicy zastosowal metode Kramer Tisdalla(46)
w modyfikacji Tweedy i Kochel (47). Dos$wiadczenia te byly prze-
prowadzone na kilku tylko zwierzetach, przy czym Tweedy stwierdzif
zgodnos¢ swoich wynikow tylko w tych wypadkach, gdy preparaty byly
badane tylko na jednym zwierzeciu. Z doswiadczen Tweedy nie
udala sie wprowadzi¢ proporcjonaino$¢ miedzy reakcja a dawka. W pre-
paratywnej pracy nad hormonem przytarczycznym przyjetam w ogdlnym .
zarysie metode Tweedy i wprowadzitam do niej szereg modyfikacji.

Gruczoly przytarczyczne otrzymali§my w stanie zamroionym. Ze
wzgledu na trudnosci w zdobyciu odrazu wiekszej ilosci ;surowca, mate-
rial byt zbierany przez okres diuzszy, przechowywany w stanie zamrozo-
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nym i przerabiany po paru miesigcach, By¢ moze, ze niejednolito$¢ bio-
logiczna naszych prepratéw (od nieczynnych do siinie aktywnych przy
tych samych warunkach doswiadczalnych i tej samej metodzie prepara-
tywnej), byla wywolana réinica w materiale dostarczanym z rzezni.

Gruczoly byly mielone w miynku Latapie, ktérego konstrukcja
specjalnie sie do tego celu nadawala. Przed zmieleniem okreslano ilesé
gruczoiéw i ich wage. Po zmieleniu i zwaZeniu zalewano miazge gruczo-
lowg acetonem w stosunku 10-krotnym do wagi gruczoléw i pozosta-
wiano w chlodni na okres 48 godzin. Aceton zmieniano kilkakrotnie.
Juz w tej pierwszej fazie przerdbki udalo sie osiggna¢ cetkowite odtlusz-
czenie materialu przy zastosowaniu wyczerpujgcego traktowania ace-
tonem.

Substancje pozostalg po oddzieleniu lipoidow i acetonu poddawa-
no kwasnej ekstrakcji rozcienczonym kwasem solnym. Stosowane by-
ly roine steienia kwasu solnego. Przy ekstrakcji 1% stezenia kwasu
solnego otrzymano bardzo nieznaczng wydajnos$¢ czynnej frakcji biatko-
wej. Z frakcji otrzymanej przy 5% stezenia otrzymano preparat $niezno
bialy, doskonale rozpuszczalny w wodzie o najwiekszej wydajnosci ale
stabo aktywny. Ekstrakcja przy 3% steienia kwasu data preparat szary,
trudno rozpuszczalny w wodzie o wydajnosci nieco nizszej od osigganej
przez Tweedy ale silnie czynny. Wobec tych wynikow przy dalszych
prébach stosowano zawsze ekstrakcje kwasem solnym przy 3% steie-
nia. Ekstrakcja byla przeprowadzana na laini wodnej w 70-80 st. nie
dluzej niz 30 min. Wyciagi byly saczone przez plétno i wyciskane
w prasie. Przesacze byly zobojetniane weglanem sodowym az do reakcjina
.papierek Kongo (pH—5.3) i zadawane acetonem w stosunku 1:1 w celu
calkowitego usuniecia cial tluszczowatych. Po 48 godzinach (w chio-
dni) saczonc przez bibule, osady odrzucano i klarowne przesgcze zagesz-
czano w prozni ponizej 50%. Po calkowitym oddestylowaniu acetonu
(zageszczenie do !/3 objetosci), uzupelniano plyn do objetosci pierwotne;j
woda i przeprowadzano stracanie kwasem tréjchlorooctowym. W celu
wyprébowania przy jakim stezeniu kwasu tréjchlorooctowego straca sie
frakcja czynna, przeprowadzono szereg préb. Przy zastosowaniu kwasu
trojchlorooctowego 1% stezenia otrzymano preparat niezwykle czynny
przy bardzo nieznacznej wydajnosci. Frakcje pochodzace z strgcania
w stezeniu 3% daly prepraraty szarawe. trudno rozpuszczalne w wodzie,
o wydajnosci zblizonej do tej, ktérg osiagal Tweedy. Frakcje otrzy-
mane przy 5% steienia byly stabo¥aktywne przy znacznej wydajnosci.

Osady otrzymane z stracania kwasem tréjchlorooctowym byly odwi-
rowywane, przemywane trzykrotnie alkoholem 96°,, potem absolutnym
i eterem absolutnym. Osady catkowicie juz odwodnione, rozcierano
w mozdzierzyku agatowym, wydmuchiwano resztki eteru i przechowy-
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wano w chlodni nad chlorkiem wapnia lub w zatopionych ampulkach
Te ostatnie sluzyly przede wszystkim do przeprowadzenia prob na
trwato$¢ wyciagow.

Z szerequ preparatéw handlowych nadsytanych do Panstwowego
Zakiadu Higieny przez firmy krajowe i zagraniczne, jedynie tylko prepa-
raty amerykariskie firmy Elli-Lily okazaly sie czynne Do badarn meto-
dycznych stuzyly nam preparaty otrzymywane powyzej opisang metoda.
Wyniki badan pozwolily przeprowadzi¢ nastepujace obserwacje:

1) Mimo zupelnie jednakowych warunkéw i zupelnie tej samej
metodyki preparatywnej przy otrzymywaniu wyciagdéw, otrzymane prepa-
raty réznily sie znacznie miedzy sobg tak stopniem aktywnosdi, jak
i pod wzgledem wydajnosci. Nigdy nie mozina bylo przewidzie¢, nawet
po zupelnym opanowaniu strony technicznej przygotowywania wyciagow,
czy otrzymany preparat bedzie wybitnie aktywny, czy tez zupelnie slaby.

2) Warunkiem uzyskania dobrej wydajnosci przy ekstrakcji kwa-
sem solnym jest doskonale odtluszczenie gruczoléw, dajgce sie osiggnaé
juz na poczatku przerdbki przy pomocy acetonu.

3) Optimum stezenia kwasu solnego stosowanego do ekstrakcji
gruczoléw wynosi 3%. Podwyiszenie steienia kwasu do 5% zwieksza
wydajnos¢ ale tylko w odniesieniu do substancji biatkowych balastowych.

4) Kwas tréjchlorooctowy straca czynna frakcje bialkowa przy ste-
Zeniu nie wyzszym ponad 3%. Wyisze stezenia kwasu tréjchloroocto-
wego dajg preparaty obcigzone znacznie balastem bialkowym nie beda-
cym frakcjg czynng.

5) Preparaty otrzymywane wedlug powyiszej motody stanowily
biala, lub szarawa substancje, dajacg sie dobrze proszkowaé, w wodzie
rozpuszczalng. Preparaty aktywne zwykle byly szare, trudniej w wodzie
rozpuszczalne, dajace roztwory metne.

6) Najlepsze preparaty otrzymane wedlug powyiszego sposobu
wykazaly przy oznaczaniu aktywnosci metoda graficzng na szczurach
6 j. szczurzych/mg.

7) Préobami jakosciowymi stwierdzono w czynnych preparatach
obecnos¢ azotu i siarki. Dodatnie wyniki proby biuretowej i Millona
potwierdzily obecnos$¢ substancji bialkowych.

8) W zadnej z dotychczosowych prac preparatywnych o hormonie
przytarczycznym nie bylo opracowane zagadnienie trwalosci wyciggow
przytarczycznych. Rozstrzygniecie tego problemu bylo niezmiernie waine,
przede wszystkim juz i z punktu widzenia celowosci przygotowywania
wzorcowych preparatéw. Przygotowanie bowiem preparatow wzorcowych
0 znaczeniu migdzynarodowym, tak jak to zrobiono dla innych hormonéw
(insuliny, pituitryny i innych), jest tylko wtedy uzasadnione, gdy jest
gwarancja niezmieniajacej sie czynnos'ci preparatu przynajmniej przez
rok. Nasz plan pracy przewidywal zbadanie trwalosci kilku preparatéw
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w okresie jednego roku przy zastosowaniu badan kontrolnych co 3 mie-
sigce. Preparaty przeznaczone do tych badan byly pozostawione w sta-
nie suchym, sproszkowanym w zatopionych amputkach w niskiej tem-
peraturze. Badania kontrolne byly przeprowadzane co ‘trzy miesiace.

Z przeprowadzonych doswiadczen widocznym bylo, ze pelnag czyn-
nos¢ zachowywaly badane preparaty tytko do trzech miesiecy. Badanie po
szesciu miesigcach przechowywania preparatéw w warunkach wyzej opi-
sanych wykazato znaczne ostabienie aktywnosci naszych wyciagéw. Wybuch
wojny we wrzesniu 1939 r. przeszkodzil realizacji dalszego planu.

Z doswiadczen tych, przeprowadzonych nad strona preparatywna
w otrzymywaniu czynnych wycigagéw przytarczycznych z swiezych gru-
czolow, dadza sie wyciagnaé¢ nastepujgce wnioski:

1) Stracanie kwasem trojchiorooctowym czynnej frakcji bialkowej
stanowigcej hormon przytarczyczny nie prowadzi do zupelnego oczyszcze-
nia czyanej frakcji od «cial bialkowych balastowych. Inne metody, jak
kilkakrotne stracanie w punkcie izoelektrycznym, adsorbcja wybidrcza
budza wieksze nadzieje wyizolowania homogenicznej substancji biatkowej
okreslonej jako hormon przytarczyczny.

2) Nietrwalos¢ wyciggow przytarczycznych uniemotiliwia przygoto-
wanie preparatow wzorcowych i wogdle budzi zastrzezenia co do celo-
wosci sporzadzania tych preparatow na rynek farmaceutyczny.

Szczegdlnie wobec takich osiggnie¢ w latach ostatnich, jak izolo-
wanie czynnika hyperkalcemicznego z preparatéw witaminu D znanego
dzis pod nazwa preparatu AT10, przygotowywanie preparatéw przytar-
czycznych leczniczych budzi pewne watpliwosci. Tym bardziej zagadnie-
nie to jest istotne, poniewaz preparat AT10 moze by¢ stosowany ,per os*
i jego trwalo$¢ nie budzi zadnych watpliwosci.

Zagadnienie otrzymywania czynnych wyciagow przytarczycznych
moze mieé¢ znaczenie tylko naukowe i ograniczone do otrzymania wia-
$ciwego hormonu przytarczycznego w czystej postaci. O ile wigc dalsze
badania nie wykaza jeszcze innej roli dla hormonu przytarczycznego
w ustroju, przy dzisiejszym stanie wiedzy naszej preparat AT10 wykazuje
réownolegle dzialanie 2z hormonem przytarczycznym i moze go zastgpic
w leczeniu standéw patologicznych wywolanych zaburzeniami w metabo-
liZmie wapniowo-fosforowym.

Przeglad literatury po 1939 r. do chwili biezacej pozwolit mi stwier-
dzi¢, ze nad preparatyka hormonu przytarczycznego i metodyka jego
badan pracowano niewiele. Sa dwie interesujace prace z tej dziedziny,
wpominane powyzej, jedna to praca Wooda i Rossa (30) o cze-
$ciowym oczyszczaniu i badaniu struktury chemicznej hormonu przytar-
czycznego; i druga Blissa i Rossa analizujgca metode wartoscio-
wania preparatow przytarczycznych wedlug zesad biometrii,
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Praca Wood i Rossa z 1943 r. stanowi duzy postep w dzie-
dzinie preparatyki hormonu. RAutorzy zastosowali inne sposoby oczy-
szczania, przy czym otrzymali jeden preparat 3-krotnie silniejszy od
pierwszych wyciggow Collipa. Do wartosciowania swoich preparatéw
zastosowzli metode Collipa przy uzyciu wiekszej liczby zwierzat
doswiadczalnych. W preparatyce zastosowali rowniez, analogicznie do
Collipa i Tweedy, ekstrakcje swiezych, odtluszczonych gruczotéw
rozciericzonym kwasem solnym. Nieczynne frakcje bialkowe usuwali na
drodze frakcjonowanego wysalania przy polowicznym wysyceniu siarcza-
nem amonowym przy pH—4. Czynng frakcje bialkowag otrzymywali przy
wysoleniu siarczanem amonowym przy pH—6. Proces frakcjonowania
byl powtarzany kilkakrotnie. Frakcja czynna poddana byla wyczerpu-
jacej dializie i w trzeciej fazie oczyszczania adsorpcji na kwasie ben-
zoesowym. Roztwor frakcji stragconej siarczanem amonowym przy pH—6
zadawano kwasem benzoesowym i wytrzagsano. Rutorzy $ledzili czynnos¢
swoich wyciagow przy poszczegodlnych fazach oczyszczania. W pierwszej
fazie oczyszczania wyciggi kwasem solnym wykazywaly 10—15 jednostek
U.S.P.: w drugiej fazie osadéw strgconych siarczanem amonowym przy
pH—6 60—100 jednostek U.S.P. a wkoricu w ostatniej fazie po adsorbcji
kwasem benzoesowym 260325 U.SP.

Wood i Ross probowali jeszcze innych metod oczyszczania na
swoich wyciagach przytarczycznych. Miedzy innymi stwierdzili, ze punkt
izoelektryczny dla hormonu przytarczycznego wynosi nie tak jak Collip
podaje 4.8, lecz okolo 6. Metody oczyszczania takie jak adsorbcja na
weglu, elektroforeza, elektrodializa, frakcjonowanie acetonem i kwasem
pikrynowym, kwasem tréjchiorooctowym nie daly tak dobrych wynikéw,
jak adsorbcja kwasem benzoesowym. Wood i Ross posuneli row-
niez badania nad strukturg chemiczna samego hormonu. W szeregu
préb stwierdzili charaktar wylgcznie biatkowy czynnej substancji odpornej
na rozciericzone kwasy mineralne, ulegajacej zniszczeniu przy hydrolizie
zasadowej i trawieniu pepsyng. Zdaniem autorow, hormon przytarczycz-
ny w swojej odpornosci na kwasy mineralne i ogrzewanie z fenolem,
rozpuszczalnos¢ w rozcieniczonym alkoholu zbliza sie do insuliny. Przy
pomocy metody ultracentryfugowej wyodrebnili 2 czynne zwigzki biatko-
we: jeden o masie czasteczkowej wahajacej sie w granicach 15-25000,
drugi 500000 do 1000000-Frakcja o nizszej masie czgsteczkowej wykaza-
la wiekszg aktywnos¢.

Ci sami autorzy w pracy o acetylowaniu hormonu przytarczycznego
(47) wprowadzili jeszcze jedna metode znajdujaca dzi§ szerokie zastoso-
wanie przy badaniu struktury chemicznej bialek. W metodzie tej auto-
rzy zastosowali acetylowanie wolnych grup aminowych i fenolowych za-
pomoca ketenéw. Metoda ta opierala sie na dawniejszych spostrzeie-
niach Tweed i Torigoe (48) Tweedy, Bell i Vicens-

3*
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Rios (49), o roli wolnych grup aminowych w hormonie przytarczycz-
nym. Te czynniki,- ktére wiaza lub utleniajq wolne grupy aminowe, np.
formaldehyd, kwas azotowy nieodwracalnie niszcza hormon. Podobnie
dzialajg i keteny acetylujace, jak to wykazali Wood i Ross w swo-
jej pracy. Acetylowanie mogio obejmowac albo grupy aminowe, lub
fenolowe, (tyrozyna), wzglednie jedno i drugie. Poniewaz hydroliza
acetylowanych zwiazkéw odbudowuje czesciowo grupy fenolowe, nato-
miast nie regeneruje czynnosci hormonalnych, autorzy wyprowadzajg
wniosek, Ze czynnosé hormonu przytarczycznego jest bezwzglednie zwia-
zana z wolnymi grupami aminowymi. Ta wlasciwos$¢ zbliza hormon przy-
tarczyczny do toksyny dyfterytycznej, pituitryny, natomiast wyréznia go
"od insuliny, pepsyny i hormondw gonadotropowych ludzkich

Z wszystkich badan przeprowadzonych nad hormonem przytar-
czycznym zapoczatkowanych przez Collipa w 1925 1. wynika, ze
osiagniete wyniki nie sg proporcjonalne do wilozonych wysitkéw i rezulta-
tow otrzymanych na polu badan innych hormonéw Nie otrzymano bo-
wiem jeszcze hormonu w postaci zupelnie czystej, homogenicznej sub-
stancji biatkowej i nie opracowano jeszcze metody preparatywnej, wy-
biorczej dla tego hormonu.

Podobnie i metody dotychczas opracowane dla oznaczania aktywncsci
preparatéw przytarczycznych nie sg doskonale. Pierwsza motoda Col-
lipa stosowana przez wszystkich badaczy amerykariskich z tej dziedziny
nie odpowiada moim zdaniem warunkom dobrej metody biologicznej.
Nasza metoda opracowana na zasadzie Deyera z uwzglednieniem
zasad biometrii jest lepsza, ale obie nie dajg peinego obrazu na czyn-
nos¢ hormonu przytarczycznego, gdyz uwzgledniajg tylko jedng dzie-
dzine jego dzialann to znaczy metabolizm wapniowy. Drugi tor dzialan
hormonu na metabolizm fosforanowy nie zostal w metodyce badan do-
tychczas uwzgledniony. Szereg badan klinicznych wskazuje na doniosla
role hormonu w wydalaniu fosforanéw przez nerki. Préby biologiczne
opierajace sie na wybidrczym apetycie zwierzat z zaburzeniami w funkcjo-
nowaniu gruczoléw przytarczycznych pozwalajg przypuszczad, ze tylko
metody, ktére uwzglednia metabolizm wapniowo-fosforowy oparte na
oznaczeniach wapnia i fosforanow we krwi lub moczu, okresleniu ilorazu
wapniowo-fosforowego dadzg nam prawdziwy wskaZnik czynnosci
hormonu przytarczycznego.
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S dMMARY

1. Methods of determination of parathyroid hormone are discussed.

2. The authors method based on Deyers principle permits to ex-
press the activity of parathyroid preparations in rat units by quantita-
tive determination of the calcium excreted in the urine of rats. In cont-
rary to other methods it is proposed to take into account only the to-
al increase of urinary calcium elicited by parathyroid extracts.

3. The rats response measured in this way is proportional to the
logarithm of the administered dose..

4. Attempts to obtain isolated parathyroid extracts gave no satis-
factory results with regard to complete purification of the active sub-
stance.

5 Extracts obtained from the same sources and by the same me-
thods of purification varied in efficiency and in activity.

6. The extracts were unstable and showed a partial decrease of
activity after three months.

Many clinical investigations made after the year 1939 demonstrate
the role of the parathyroid hormone in the excretion of phosphates by
the kidneys. A simultaneous determination of calcium and of phospha-
tes in blood and in urine and the evaluation of their mutual proportion,
seems therefore to be of importance.
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