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Aktywnosé L-leucylo-aminopeptydazy (LAP) w krwi bydta
zdrowego z uwzglednieniem niektérych badan
hematologicznych
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Dotychczasowe badania aktywnosci LAP dotyczy-
ty w znacznej mierze plynéw ustrojowych. Prace hi-
stochemiczne prowadzone przez Nachlasae i wsp. (10),
Monisa i wsp. (9), oraz Wilczoka i wsp. (13) wykaza-
ly rézne nasilenie aktywno$ci enzymatycznej LAP w
zdrowych tkankach ludzi i zwierzat laboratoryjnych
oraz przy nowotworach. Wilczok 1 Steplewski (14) ba-
dali aktywno$é LAP w poszezegélnych frakcjach ho-
mogenizowanych komorek watrobowych.

Wiele badan aktywno$ci LAP przeprowadzono w
surowicy u ludzi (7). Poréwnawcze badania Arsta i
wsp. (1) wykazaly réznice w poziomie tej aktywmnosci.
Calkowicie zhemolizowana krew czlowieka wykazuje
3,5-krotnie wyzsza aktywno$¢ anizeli surowica. Brak
jest danych dotyczgcych zachowania sie enzymu w
elementach morfrtvernyeh krwi, Probv tego rodzaju
badan zostaly podjete przez Haschena (4), ktory ozna-
czal aktywnoéé LAP w ludzkich erytrocytach.

Jak wynika z norrzednich badan autorki (8) zhe-
molizowana krew bydla wykazuje okolo 4-krotnie
wvzsza aktywnoéé LAP w poréwnaniu z surowica i
gsoczem.

Aktywnnéé enzvmbw w krwi zwierzat hodowlanych
jest zagadnieniem. ktéremu dotychezas poéwiecano
malo uwaeci. Wydaje sie wiec konieczne vrowadzenie
badafi nad czynnikami, ktére moga wywieraé wplyw
na te aktywnosé.

Praca ninieisza prredstawia aktywno§é LAP w zhe-
molizowanej krwi bydia oraz wyniki badania staty-
stveznego regresii aktywnoéei enzvmatvernej zaleinie
od wieku zwierzat, od liczby erytrocvtéw i leukocy-
téw. od ilogei hemoglobiny oraz od wskaznika hema-
tokrytowego. "

Badania wtasne

Material i metody. Badania przeprowadzo-
h0 na bydle rasy nizinnej czarno-bialej, zdrowym kli-
nicznie, pochodzacym z majatkéw SGGW z obdr wol-
nych od gruzlicy i brucelozy. Zwierzeta zostaly po-
dzielone ma trzy grupy. Do grupy pierwszej zakwa-
lifikowano 31 cielat w wieku od 1 tygodnia do 6 mie-
siecy, do grupy drugiej 24 jalowki w wieku od 7 mie-
siecy do 2,5 lat, grupe trzecig stanowito 37 krow w
wieku od 3 do 8 lat.

Krew do badari pobierano z zyly jarzmowej rano
przed pierwszym karmieniem zwierzat. Jako $rodka
zapobiegajacego krzepnieniu krwi uzywano heparyny.

1) Oznaczanie kolorymetryczne aktywno$ci LAP
metoda Goldbarga i Rutenburga (2, 3) z modyfikacja
Sigma Chemical Company (12). Do oznaczenn aktywno-
éci enzymu przygotowywane rozcienczenia krwi wodsa
destylowana w proporcji 1:10. Przygotowane roz-
cienczenia odstawiano do czasu wystapienia calko-
witej hemolizy. Na podstawie wynikéw dwu prob
réwnoleglych obliczano $§rednia wartosé dla kazdego
oznaczenia. Natezenie barwy mierzono za pomocg ko-
lorymetru Langego, uzywaiac filtru VG — 9 (525 mp).
Wartoéci otrzymane w jednostkach Goldbarga i Ru-
tenburga odpowiadaty aktywnosci LAP w 0,1 ml krwi,
dlatego tez w przeliczeniu ma 1 ml wyniki mnozono
przez 10.

Blad statystyczny metody oznaczania aktywnodci
LAP ustalono na podstawie 30 badan krwi od jednej
krowy, przy P = 0.95. Srednia arytmetyczna aktyw-
noéci enzymu w jedn. G.—R.y = 289,50. Przedziat
ufnoéci dla $éredniegn odchylenia wynosit: 9,90 <<o0<<
16,72, odchylenie §rednie proby s=1244, a wspot-
czynnik zmiennosci v = 4,29%.

2) Obliczanie liczby erytrocytow w 1 mm? krwi.

3) Obliczanie liczby leukocytow w 1 mm® krwi.

TLiczbe erytrocytow 1 Jeukocytéw oznaczano przy
uzyciu mieszalnikow Potaina i komory typu Thoma —
Zeissa.

4) Obliczanie ilogci hemoglobiny za pomoca hemo-
globinometru Sahliego.

5) Obliczanie wskaznika hematokrytowego.

Wyniki

W tab. 1 podano wvyniki badania aktywnoSci
enzvmatyeznej krwi bydla.

Widoczne sg wyrazne roéznice zachowania
sie enzymu w poszezegolnych grupach zwie-~
rzat, zaleznie od wieku. Istotnoé¢ tych roznic
sprawdzono metodg analizy wariancji (tab. 2)-
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Tab. 1. Srednia aktywnosé L. — leucylo — amino-
peptydazy w krwi bydla z wyznaczeniem przedziatu
ufnodci przy P = 0,95

Aktywnosé ?enzymu w jedn.

Grupy zwierzat G, — Refml krwi

Cieleta 614,19 + 52,00
Jatowki 335,00 + 12,58
Krowy 326,49 + 19,06
Tab. 2. Poréwnanie metodg analizy wariancji wyni-
kow aktywnosei L. — leucylo — aminopeptydazy w
krwi zwierzat, zestawionych w grupy w zaleznoS$ci
od wieku (P = 0,95)
\B ‘ !
2 3 8
Zmienno$¢é h; J,.g g 8 S2 Femp.| Ft =0,05 §
SLLE :
n X ‘5 @ ® J 4
miedzy ) * ]' "
grupami 1663123 2 831561| 95,52 | 3,11 -+
| %
wewngtrz ’
grup (blad) | 774713| 89 8705 |
e i | |
ogélna ]2437836! 91 r | l J
|

Dalszego poréwnania dokonano testem t-Stu-
denta: '
1) cieleta — jatowki

temp = 9,907 ) 1,98 =
2) cieleta — krowy

temp = 11,99 ) 1,98 =
3) jalowki — krowy

temp = 1,009 ) 1,98 = toos (réznica nieistot-

na)

to0s (roznica istotna)

tos (roznica istotna)

Zaleznos$é¢ aktywnosci LAP od
liczby erytrocytéw

Srednie liczby erytrocytéw w krwi cielat,
jaléwek i krow oraz wartosci wspotezynnikéw
regresji zamieszczono w tab. 3.

Tab. 3. Zaleznoé¢ aktywnosei I — leucylo — amino-
peptydazy w krwi bydia od liczby czerwonych krwi-
nek

Srednia liczba Wspoétezynnik regresji
Gru krwinek czerwo- |by/x aktywnos$ci enzymu
Py nych w 1 mm? w krwi od liczby
krwi krwinek czerwonych:
Cieleta 7453000 + 546000 2,555 - 10—8
Jatéwki | 7357500 + 854000 1,439 - 10—6
Krowy 4597000 + 258400 12,490 - 10—6

Nie stwierdzono wystepowania regresii.

Zaleznosé aktywnoéci LAP od
liczby leukocytow

Dane dotyczace liczby leukocytéw jak réw-
niez wspétczynniké6w regresji przedstawia
tab. 4.

Regresje o charakterze istotnym stwierdzo-
no tylko u kréw. Graficznie obrazuje ja wy-
kres 1.
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Tab. 4. Zalezno§¢ aktywnosei L. — leucylo — amino-
peptydazy w krwi bydia od liczby krwinek bialych

Wspélczynnik regresji
by/x aktywnosci enzymu

1 Srednia liczba
Grupy | kviw;n;ﬁ?lﬁi};gfl w krwi od liezby
| krwinek biatych
| ] -
Cieleta “ 8545 + 995 ,j 0,0074
Jatéwki | 8367 4 920 \ 0,00555
Krowy 6357 + 572 ! 0,0184 -+
(+) w prawym gérnym rogu oznacza regresje istotng
=08,
500 i
400
54
300
& wapdios, regresii b = 0,0184
4 5 € z 7 8 ] 10
lieaba biaXych Lrwinek w tys.
Wykres 1. Zalezno§¢ (regresja prostoliniowa) aktywnosci

LAP w krwi krow od liczby bialych krwinek

Zaleznos$¢ aktywnosci LAP od
poziomu hemoglobiny

Tab. 5 przedstawia $redni poziom hemoglo-
biny oraz wartosci wspolczynnikéw regresji
w grupach badanych zwierzat.

Tab. 5. Zalezno$¢ aktywnoéci L — leucylo — amino-
peptydazy w krwi bydla od poziomu hemoglobiny
. . . Wspétezynnik regresji
| Sredni poziom g Sk
Grupy ! hemogl%biny by/x aktywnosci enzy-
| 1100 ml krwi MU W krwi od poziomu
! okl : | hemoglobiny
Cieleta ] 9,44 + 0,28 32,78
Jatowki ‘ 9,33 + 0,36 ==2,07
Krowy | 9,12 + 0,28 7.74

Jak wynika z powyzszych danych, regresja
nie wystgpila w zadnej grupie.
Zalezno$é aktywnosci LAP

od wskazZnika hematokrytowego

W tab. 6 podano $rednie wartoéci wskaznika

hematokrytowego jak réwniez odpowiednie
wartosci wspélczynnikow regresji.

Tab. 6. Zalezno$¢ aktywnosci L. — leucylo — amino-
peptydazy w krwi bydita od wartoéci wskaznika he-
matokrytowego

, | : =
C X . . | Wspoélczynnik regresji
Srednie wartosci by/x aktywnosci enzymu
Grupy | wskaznika hema- | W krwi od wartosci
tokrytowego w % stkahn'ka hematokryto-
| wego
Cieleta 41,93 + 1,22 \ 16,41 +
Jatéwki 38,29 + 0,974 ‘ 2,11
Krowy 38,65 4 0,941 —1,60

(+) w prawym goérnym rogu oznacza regresje istotng



Nr 11

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XX

Istotng regresje aktywnosci LAP od wskaz-
nika hematokrytowego obserwuje sie tylko
u cielat. Przedstawiono ja jako regresje pro-
stoliniowg na wykresie 2.

Ensym
w Jjedn.
1000
900
800
700
s00 ¥
500
400 3
wepdtez. regresii b = 16,41
30 35 ag * a5 50 55
wevagnik hemgtokrytowy w 7
Wykres 2. Zzaleznos¢ (regresja prostoliniowa) aktywnoseci

LAP w krwi cielagt od hematokrytu.
Omowienie

Aktywno$é enzymatyczna LAP w krwi bydta
osigga rozne wartosci w zalezno$ei od wieku.
U zwierzat mlodych jest ona najwyzsza. Cieleta
wykazuja okoto dwukrotnie wyzszg aktywnosc
tego enzymu w poréwnaniu z jatéwkami i kro-
wami. Tego rodzaju zachowanie sie enzymu w
krwi moze $wiadczyé o wigkszym powigzaniu
jego funkcji z metabolizmem rozwijajacego sie
organizmu. Spadek aktywnosci towarzyszy
wzrostowi wieku zwierzecia. U jaléwek, ktére
przekroczyly 1 rok zycia obserwuje sig pewng
stabilizacje poziomu aktywnosci LAP. Dalszy
rozwoj zwierzat, po przekroczeniu tego wieku,
nie powoduje wiekszych odchylen w aktyw-
nos$ci.

Oprocz oznaczenia aktywnosci enzymatycz-
nej, przeprowadzono dodatkowe badania krwi.
Tabela 3 i 4 przedstawia $rednie liczby erytro-
cytow i leukocytow w 1 mm? krwi badanego
bydla. Zaréwno w przypadku erytrocytow jak
i leukocytow stwierdzono mnajwyzsza $rednig
liczbe u cielgt, nieco nizszg u jatowek, najnizszg
natomiast u kréw. Znacznie wyzsze liczby krwi-
nek czerwonych i biatych w 1 mm? krwi cielat,
w poréwnaniu z bydlem dorostym, podaje w
swych pracach Krzymowski (9, 6).

Poziom hemoglobiny (tab. 5) wykazuje bar-
dzo zblizone wartoéci $rednie w grupach zwie-
rzat. Podobnie nie obserwuje sie wiekszych od-
chylen $rednich wartosci wskaznika hemato-
krytowego (tab. 6). Warto jednak zwroci¢ uwa-
ge, ze u cielat wystepuja nieznacznie podwyz-
szone wartosci.

U wszystkich zwierzat objetych badaniami,
okreslano metodami statystycznymi zaleznost
aktywnosci LAP od wynikow badan dodatko-
wych. Wartosci odpowiednich wspdlezynnikow
regresji podano w tabelach.

Nie wykryto zaleznosci dzialania enzymu
w krwi, od liczby krwinek czerwonych, chociaz
zaréwno liczba erytrocytéw jak i aktywnosc
enzymatyczna wykazujg spadek zwigzany z
wiekiem. Nie stwierdzono takze regresji od

iloéci hemoglobiny we krwi. Moze to wskazy-
waé na pewng niezaleznos¢ dzialania enzymu
od zawarto$ci barwnika krwi.

Regresja o charakterze istotnym wystapita w
przypadku liczby bialych cialek krwi u zwie-
rzat dorostych. Podwyzszeniu liczby leukocy-
tow o 1000 odpowiada przecietny wzrost aktyw-
noéci LAP o 18,4 jednostki. Nalezaloby zbadaé¢
jak ksztaltuje sie ta zalezno$¢ w przypadkach
leukocytozy i jakie jest rozmieszczenie enzymu
w poszczegblnych rodzajach biatych krwinek.

W grupie cielat wykryto istotna regresje
aktywnosci enzymatyczne] LAP zaleznie od
wskaznika hematokrytowego. ~ Wzrostowi
wskaznika o 1% odpowiada wzrost aktyw-
nosci $rednio o 16,41 jednostek.

7 przeprowadzonych badan wynika, ze ak-
tywnosé LAP zachowuje sie w spos6b zupelnie
inny u zwierzat mtodych niz u dorostych. Wy-
stepcwanie regresji istotnej od badanych czyn-
nikéw tylko w grupie cielat, lub krow, przy
tym niepowtarzalnos¢ regresji w innych gru-
pach moze nasuwaé przypuszczenie, ze enzym
spelnia inng role w mlodym, rosngcym orga-
nizmie a inng u zwierzat dojrzalych.
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MasuHoBcka A, — AKTUBHOCTD J-JIEYLIIUJIO-AMU-
HOIENTUIA3A (JIIIy B KPOBU 3O0POBOTO
KPVIIHOIO POT'ATOIO CKOTA C VUETOM HEKO-
TOPBIX TEMATOJIOIMYECKHUX MUCCJEJOBAHUM.

DHIUMATHUECKYIO AKTHBHOCTD (JIGIT) B KpoBH 310-
POBOrO CKOTa OIpEeesan KOJIOPHMETPHUECKIM criocobom
no Meromy losbabapra u Pyren6ypra. Hccaenopano 31
rensr, 24 wereqn u 37 KODOB. CraTHuecKH IIPOBEPSIH
4ABHCHMOCTb AKTHBHOCTH SH3HMA OT BO3pacTa KHMBOTHBIX,
KOJIMUECTBA KPACHBIX ¥ OEJbIX KDPOBSHBIX TeJeH B 1 wmm?
KPOBH, KOJHYECTBA reMoryiobuHa, a TakKe Or TIeMaro-
KPHTOBOTO TIOKa3aTed.

Ha ocHOBaHHH IOJYYEHHBIX DE3YJBTATOB aBTOP 3aK/IO-
taer, 4To:

1. KpoBb Tejsit [POSBJISET CPEAHIO0 AKTHBHOCTH JIATT
[louTH BIBOE BBHICHIyIO, YeM KDOBb HeTeseill H KOpPOB.

2. He o6Hapy}eHO B3aBHCHMOCTH dKTHBHOCTH JIGIT ot
KOJIMUECTBA SPUTPOLUTOB U OT YDOBHs reMorJiobnHa B
KPOBH.
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3. B rpymme Tensar noka3aHO CYIIECTBEHHYIO pETrPECCHIO
akruwocTH JIGFIT or remarokpura., [lpu nosblmleHuu re-
MAaTOKPHTOBOIO TOKa3aTesiss HACTyNaeT yBeJHYeHHe SH3H-
MATHYECKO} aKTHBHOCTH.

4. 3aeucuMoctb aktuBHOCTH JISAIT or KosmuecTBa .eii-
KOLHUTOB HaOJ/IOZAaJH B IPyNNEe KOPOB: YeM GOJblie YHCJIO
JIEAKOIKTOB, TeM BBIlIE AKTHBHOCTL SH3UMA.

Malinowska A. — The activity of I.-leucylo-amino-
peptydase (LAP) in the blood of heaithy cattle with
regard to some haematological tests.

The enzymatic activity of LAP in the blood of
healthy cattle was determined colorimetrically by
the method of Goldbarg and Rutenburg.

Tests were made on 31 calves, 24 heifers and 37
COWS.

The correlation between the activity of the enzyme
and the age of the animals, number of erythrocytes

and leucocytes in 1 mm?® of blood, the amount of -

haemoglobin and the haemotocritic index

checked by statistical methods.

thotn the bases of the tests carried out it was found
at:

1. The calves blood shows average LAP activity to
be about twice as high as that in heifers and cows.

2. No correlation was found between the activity
of LAP and the number of red blood cells, or the
level of haemoglobin in the blood.

3. In the calves, significant regression of LAP
activity was demonstrated from the haematocrit. A
rise in the enzymatic activity corresponds to =z rise
in the haematocritic index.

4, A correlation between the activity of LAP and
the number of white blood cells occurs in cows. The
higher the white blood cella count, the higher the
enzymatic activity.

was

Malinowska A. — L’activité du L — leucylo —
aminopeptidase (LAP) dans le sang des bovins bien
portants avec une considération de certaines investi-
gations hématologiques.

L’activité enzymatique du LAP dans le sang des
bovins bien portants fut définié a l’aide de la mé-
thode colorimétrique de Goldbarg et Rutenburg.

Les investigations furent effectuées chez 31 veaux,
24 genisses et 37 vaches.

A Tlaide de la méthode statistique on constata la
dépendance de l’activité enzymatique de l'age de
lanimal, du nombre des erythrocytes et de leucocytes
dans 1 mm3 de sang, de la quantit® d’hémoglobine
ainsi que de lindicateur hématocritique.

De cette maniére on définit que:

1) le sang des veaux démontre une activité moyen-
ne du LAP environ deux fois plus élevée que le sang
des génisses et des vaches.

2) une dépendance de l'activité du LLAP du nombre
des erythrocytes et du niveau d’hémoglobine dans le
sang ne fut pas constatée,

3) dans le groupe des veaux on prouva une ré-
gression réelle de lactivité du LAP de I’hématocrite.
Une augmentation de UIindicateur hématocritique
répond a une augmentation de l'activité enzymatique.

4) la dépendance de l'activité du I.LAP du nombre
des leucocytes apparait dans le groupe des vaches.
L’activité de I'enzyme s’accroit avec un accroissement
du nombre des leucocytes.

Malinowska A, — Aktivitit der L- Leucilo- amino-
peptidase-LAP- im gesunden Rinderblut mit Beriick-
sichtigung mancher hematologischen Untersuchungen.

Die enzymatische Aktivitdt LAP im Blut gesunder
Rinder wurde kolorimetrisch nach der Methode
Goldbarg und Rutenburg bestimmt. Die Untersuchun-
gen betreffen 31 Kéilber, 24 Firsen und 37 Kiihe.
Statistisch wurde {iberpriift: Abhéngigkeit der enzy-
matischen Aktivitdt vom Alter der Tiere, der Zahl
der Erytro- und Leukocyten in 1 mm?® Blut, Hb
Menge und Hematokritindex.

Auf Grund der Untersuchungen ist festgestellt
worden: 1. Das Kélberblut weist eine mittlere Akti-
vitdt LAP ungefihr zweimal hoher auf, wie das Blut
der Férsen und Kiihe. 2. Eine Abhéingigkeit der Akti-
vitdt LAP von der Erytrocytenzahl und dem Hb
Niveau wurde nicht beobachtet. 3. In der Kilber-
gruppe wurde eine tatsdchliche Regression der Akti-
vitdt LAP vom Hematokrit bewiesen. Der Steigerung
des hematokritischen Index entspricht eine Steigerung
der enzymatischen Aktivitdt. 4. Eine Abhéngigkeit
der Aktivitdt LAP von der Leukocytenzahl tritt bei
Kihen auf. Je hoher die Leukocytenzahl umso mehr
wachst die enzymatische Aktivitat.

SAMUEL ROTENBERG, STANISEAW BARANOW-BARANOWSKI

Kolorymetryczne okreslenie zawartosci wolnego i catkowitego
cholesterolu w mleku

Z Katedry Fizjologil Zwierzat WSR w Sz‘czecime
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W zwigzku z baczng uwags, ktorg zwraca sie
obecnie na przemiane cholesterolu w fizjologicznych
i patologicznych procesach w ustroju ludzkim i zwie-
rzecym ukazujg sie liczne publikacje o zawarto$ci
cholesterolu we krwi i tkankach r6znych organiz-
moéw. Stosunkowo rzadko jednak spotykaja sie wéréd
nich prace dotyczace zawarto$ci cholesterolu w mle-
ku i produktach pochodzenia mlecznego, ktére sa
przeciez podstawa racjonalnego odzywiania. W pew-
nej mierze jest to byé moze wynikiem braku do-
statecznie dokladnej i latwej zarazem metody okres-
lenia zawarto$ci wolnego i calkowitego cholesterolu
w mleku.

W dostepnej literaturze znaleZliSmy co prawda
starannie opracowane metody Stegera (13) i Laskow-
skiego (7), wymagajg one Jjednak szczegblnej dba-
toSci o czysto§é i catkowite odwodnienie odezynni-
kéw oraz Scislego przestrzegania czasu przy wywo-
tywaniu reakcji barwnej, co sprawia wiele klopo-
to6w przy masowych analizach.
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Istniejace bardzo liczne kolorymetryczne metody
okre§lania cholesterolu we krwi-i surowicy opieraja
sie najczeéciej na reakcjach barwnych Liebermana-
Burcharda z bezwodnikiem kwasu octowego i stezo-
nym kwasem siarkowym (2, 6, 8), na reakcji z ZnCl,
i CH3;COCl (11, 13), na reakcji Lifschiitza z FeCl;
w lodowatym kwasie octowymi i z stezonym H,SO,
(1, 4, 10, 12, 14), lub jedmnej z reakcji barwnych po
zastosowaniu odpowiednich adsorbentéw dla oddzie-
lenia cholesterolu wolnego i zestryfikowanego (3, 5)

Metody opierajace sie na barwnej reakecii Lieber-
mana — Burcharda lub na reakcji z chlorkiem cyn-
ku i CH;COC] wymagaja duzej czystoSci i calkowite-
go odwodnienia odczynnikéw. Procz tego, jak poda-
je Cook (2) szereg steroidéow takich jak kaprosta-
nol, 24-dehydrocholestercl, steroidy =z mpodwdinym
wigzaniem przy Cs; i wiele innych daje reakcje barw-
na z bezwodnikiem kwasu octowego i z H,SO..

Metody cparte na reakcji Lifschiitza z FeCl; sg
mniej czute na §lady wody w odczynnikach, a otrzy-



