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IN FO R M A C JA  D LA  A U TO R Ó W

P o stęp y  B io ch em ii p u b lik u ją  a r ty k u ły  re fe ra to w e  ze w szy stk ich  
dziedzin  b iochem ii n ie  d ru k o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  
d ru k o w an e  w  P ostępach  B io ch em ii n ie  m ogą być bez zgody R ed ak c ji 
p u b lik o w an e  w  in n y ch  czasopism ach . A rty k u ły  są  h o n o ro w an e  w g  u s ta ­
lonych  staw ek . A u to rzy  o trzy m u ją  b ezp ła tn ie  25 o d b itek  p ra c y ; ż ą d a ­
n ie  dalszych  od b itek  (p ła tnych) na leży  zgłosić p isem n ie  n a d sy ła ją c  
p racę . A u to ra  obow iązu je  k o re k ta  a u to rsk a . K oszty  zm ian  te k s tu  w  k o ­
rek c ie , poza p o p raw k am i b łędów  d ru k a rsk ic h  ponosi au to r.

R ed ak c ja  zastrzeg a  sobie m ożność w p ro w ad zen ia  sk ró tó w  i p o p ra ­
w ek  n ie  w p ły w a jący ch  n a  tre ść  p racy .

F orm a m a szyn o p isu . M aszynopis p ra c y  i w szelk ie  za łączn ik i na leży  
n ad sy łać  w  d w u  egzem plarzach . M aszynopis p o w in ien  być  n ap isan y  
je d n o s tro n n ie , z p o d w ó jn ą  in te r l in ią , z m a rg in e se m  ok. 4 cm  po lew ej 
i ok. 1 cm  po p ra w e j s tro n ie  o raz  z n u m e ra c ją  stro n . N a  p ie rw sze j 
s tro n ie  na leży  zam ieścić  ty lk o : im io n a  (w p e łn y m  b rzm ien iu ) i n a ­
zw isk a  au to ró w , ich  s topn ie  i ty tu ły  n au k o w e  w ra z  z nazw am i p laców ek  
naukow ych , ty tu ł  p ra c y  w  języ k u  p o lsk im  i an g ie lsk im  o raz  om ów ie­
n ie  te m a tu  p racy  w  języ k u  an g ie lsk im  (najw yżej 5 w ie rszy  m aszyno ­
pisu).

R ozdziały  w  tek śc ie  na leży  oznaczyć n u m e ra c ją  rzy m sk ą  a  p o d ro z ­
d z ia ły — a rab sk ą . T y tu ły  n ie  w ydzie lone  z te k s tu  n ie  p o w in n y  być n u ­
m erow ane .

W tek śc ie  n ie  na leży  zam ieszczać żadnych  tab lic , ry su n k ó w , sch e­
m ató w  i w zorów . W  żądanym  m ie jscu  n a leży  pozostaw ić  w olny  w ie rsz  
i oznaczyć: T ab lic a  1, R ys. 1, S ch em a t 1 lu b  liczbą  rzy m sk ą  w  n a w ia ­
sie — n u m e r odpow iedn iego  w zo ru . W tek śc ie  na leży  odw ołać się do 
n u m e ra c ji w zo ru  po s łow nym  w y m ien ien iu  zw iązku , np .: k w as  g lu ta ­
m ino w y  (I).

P o w o łu jąc  się n a  l i te r a tu rę  n a leży  podać w  tekśc ie , w  n aw iasie , 
k o le jn y  n u m e r pozycji w  sp isie  l i te ra tu ry .

Z a łą czn ik i do te k s tu . K ażdy  za łączn ik  należy  dołączyć na oddzie lnej 
k a rtc e , op a trzo n y  k o le jn y m  n u m e re m  odp o w iad a jący m  u ży tem u  w  te k ś ­
cie, np. T ab lica  1, W zór I, R ys. 1 lu b  S ch em a t 1. F o to g ra fie  i w y k resy  
na leży  oznaczyć jak o  ry su n k i. W szystk ie  za łączn ik i na leży  oznaczyć 
u  gó ry  nazw isk iem  a u to ra  i począ tkow ym i w y razam i ty tu łu  p racy .

T ab lica  p o w in n a  zaw ie rać  n ag łó w ek  op isu jący  je j tre ść , je j ru b r y ­
k i p o w inny  być zao p a trzo n e  w  o d p ow iedn i ty tu ł.

P odp isy  i o b ja śn ien ia  pod ry su n k a m i i sch em atam i p o w in n y  być 
dołączone n a  oddzie lnej k a rtce . O znaczen ia , k tó ry c h  n ie  m ożna n ap isać  
n a  m aszyn ie , n a leży  w y raźn ie  n an ieść  cza rn y m  tuszem . W  fo to g ra fiach  
i w y k re sa c h  na leży  oznaczyć „g ó rę” i „dó ł” .

L ite ra tu ra . W ykaz l i te r a tu ry  na leży  w y p isać  oddzieln ie, n a  o sta tn ich  
s tro n ach  m aszynop isu , w  a lfab e ty czn e j k o le jn o śc i n azw isk  au to rów .
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15 kw ietnia 1967 roku był zw ykłym  dniem  pracy. Odw iedziny w P ra ­
cowniach, rozmowy o bieżących doświadczeniach, dyskusja wyników, 
krótka narada robocza, jakieś spraw y adm inistracyjne. Później, jak  każdej 
soboty — Sem inarium . Prow adził je jak  zawsze k ry tyczny i dociekliwy, 
jak zawsze skupiony, uważnie w ychw ytujący każdy nowy fak t i ideę, 
z tym  tak  dobrze nam  znanym  na poły drwiącym , a pełnym  dobroci 
uśmiechem. Zm arł nagle w niespełna godzinę po zakończeniu tego sem i­
narium , w połowie tego zwykłego dnia. W pół drogi.

Szedł po tej drodze niestrudzenie, zawsze pełen nowych idei. Zapo­
czątkował i czynnie brał udział w badaniach nad s tru k tu rą  fibrynogenu 
i kolagenu, biochemią tkanki łącznej, układem  krzepnięcia krw i i fibry- 
nolizy, m etabolizmem  hem u i porfiryn, układem  erytropoezy, biochemią 
i funkcją krw inek płytkow ych. Rozwinął szeroko badania nad wpływem  
prom ieniow ania jonizującego na organizm y żywe, patogenezą choroby 
poprom iennej, transp lan tac ją  kom órek szpiku kostnego, w pływ em  skażeń 
w ew nętrznych izotopami prom ieniotwórczym i i ochroną przed tym i ska­
żeniami. Stał się współtw órcą nowoczesnej hematologii, tw órcą polskiej 
radiobiologii, uczonym na m iarę światową.

Piękno przyrody, wielkie dzieła muzyki, m alarstw a czy lite ra tu ry  były 
dla Niego równie bliskie i zrozum iałe, równie podniecające jak  piękno 
twórczej m yśli w biologii, chemii, fizyce czy innych dyscyplinach nauki.

Zarażał Swym entuzjazm em  wszystkich, z k tórym i się zetknął. W chwi­
lach trudnych  zawsze potrafił jednym  krótkim  powiedzeniem, dowcipem 
rozładować napięcie, ukazać praw dziw e proporcje danego problem u. 
Bezkompromisowo walczył z małością i fałszem. W ychowywał, uczył, 
w ym agał rzetelnej pracy, a w każdych okolicznościach zachowania 
godności osobistej.

Był praw dziw ym  przyjacielem .

Zbigniew Latałło
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P ost. B io c h em . 14, 343—348 (1968).

A. L. COPLEY  *

Fizjologiczna rola fibrynogenu i fibryny 

On the Physiological Roles of Fibrinogen and Fibrin

T he concep t of th e  th in  la y e r  of f ib r in  lin in g  th e  en d o th e liu m  of blood vesse ls 
is p re sen ted . A ccord ing  to th is  concep t th e  f ib r in - la y e r  is con tro lled  by  hom eostasis  
of con tinous fib rin o ly s is  and  s tead y  fib r in  fo rm a tio n  a t th e  vesse l site.

W ostatnich latach pojawiło się wiele nowych i ciekawych prac doty­
czących chemizmu przem iany fibrynogenu w fibrynę i polim eryzacji 
m onomerów fibryny. Celem niniejszego artyku łu  nie jest dyskutow anie 
wyników tych prac, ponieważ poświęcono im ostatnio kilka doskonałych 
opracowań przeglądow ych (3, 24, 27). Chciałbym  natom iast zapoznać 
Czytelnika z koncepcjam i i pracam i wychodzącymi z naszej pracowni, 
m ając nadzieję, iż będzie to pomocne dla zajm ujących się zagadnieniam i 
związanym i z fizjologiczną rolą fibrynogenu i fibryny.

Zm arły niedaw no mój dobry przyjaciel, Prof. Edw ard Kowalski, znał 
większość tych prac. Na m iędzynarodow ych zjazdach i konferencjach 
prowadziliśm y szereg owocnych dyskusji, a także i w tedy, gdy m iałem  
zaszczyt i przyjem ność gościć Go w moich pracow niach w Paryżu, Lon­
dynie, Nowym Jorku  i East Orange. Dotkliw y brak  Prof. Kowalskiego 
odczuwam nie tylko ja sam, ale i całe nasze środowisko naukowe. Odszedł 
od nas Człowiek wielkiego serca, k tóry  był czołową postacią w naukach 
medycznych, i Jego pamięci poświęcam niniejszy artykuł.

W roku 1965 stw ierdziłem , że fibrynogen wiąże się z zawiesiną sprosz­
kowanej fibryny, z której potem  można go eluować za pomocą roztworów 
soli (9). Razem z L u c h i n i m  opublikowaliśm y szereg prac dotyczących 
tworzenia się kompleksów fibrynogenu z fibryną (16, 17, 28). Kompleksy 
takie tw orzą się jako produkt zaham owania polim eryzacji określonego 
typu m onomeru fibryny przez fibrynogen.

Co najm niej dwa typy  m onomerów fibryny tw orzą się w procesie 
krzepnięcia fibrynogenu. Jednym  z nich jest monomer fibryny, który 
tw orzy się pod w pływ em  wysokich stężeń trom biny z . odszczepieniem

* P ro f. d r, H em o rrh ag e  an d  T h rom bosis R esea rch  L ab o ra to rie s , V ete rans A dm i­
n is tra tio n  H osp ita l, E a s t O range , N ew  Je rse y , USA.

Część te j p racy  zosta ła  p rzed s taw io n a  na  23 M iędzynarodow ym  K ongresie  F iz jo ­
logii T okyo 1965.
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344 A . L . C O P L E Y [2]

zarówno fibrynopeptydu A jak  i B. Drugi typ  m onom eru fib ryny  jest 
pozbawiony jedynie fibrynopeptydu A. F ibrynopeptyd ten  uw alnia się 
pod wpływem  m ałych stężeń trom biny, a także pod wpływem  enzym u 
otrzym anego z jadu brazylijskiego węża Botrops jararaca. Enzym  ten 
otrzym aliśm y w postaci wysoko oczyszczonego preparatu .

Uwagę naszą skierow aliśm y przede wszystkim  na kinetykę uw alniania 
fibrynopeptydów , ponieważ tworzenie kom pleksu fibrynogenu z fibryną 
zależy zarówno od rodzaju m onom eru fibryny, jak  i od szybkości odszcze- 
piania fibrynopeptydu A. Kompleks tw orzy się jeśli szybkość w ytw arzania 
monomeru fibryny jest mała. Jeśli natom iast szybkość tej reakcji jest 
duża, to w tedy zachodzi polim eryzacja m onomerów i tw orzy się żel 
fibrynowy.

W roku 1964 opublikow aliśm y wraz z L u c h i n i m  metodę otrzy­
m ywania wysoko oczyszczonego m onomeru fib ryny  pozbawionego fib ry ­
nopeptydu A (17, 28). B e l i t z e r  i C h o d o r o w a  (1) stw ierdzili już 
w 1952 roku, że fibrynogen opóźnia znacznie polim eryzację monomerów 
fibryny. Chociaż autorzy ci nie otrzym yw ali monomerów pozbawionych 
fibrynopeptydu A, należy sądzić, iż ich p reparat „monom eru fibryny F ” 
musi zawierać znaczne ilości tych monomerów. P rzy  niskich stężeniach 
trom biny szybkość uw alniania fibrynopeptydu B jest stosunkowo n ie­
wielka w porównaniu z odszczepianiem fibrynopeptydu A, k tóre zachodzi 
równolegle do tworzenia się kom pleksu fibrynogenu z fibryną. W ykaza­
liśm y wraz z Luchinim , że uw alnianie fibrynopeptydu B z fibrynogenu 
ludzkiego poprzedzane jest odszczepieniem fibrynopeptydu A. Podobne 
wyniki otrzym ał B l o m b a c k  (2) badając fibrynogen wołowy oraz 
S c h a i n o f f  i P a g e  z fibrynogenem  króliczym  (35). Kompleks opi­
sany przez tych ostatnich autorów  i nazw any krioprofibryną może być 
identyczny z frakcją  w ytrącającą się na zimno, scharakteryzow aną 
w pracow ni Prof. Kowalskiego przez Niego i Jego współpracowników (25).

Ponieważ, najpraw dopodobniej, niewielkie ilości trom biny pow stają 
ciągle w krwiobiegu, tworzące się kom pleksy fibrynogenu z m onomeram i 
fibryny mogą, między innym i, odgrywać isto tną rolę w następujących 
procesach: 1) w odkładaniu fibryny prawdopodobnie na śródbłonkach 
i w błonie podstawowej, 2) w ham ow aniu tw orzenia się skrzepu, 3) w  po­
w staw aniu rezerwowego fibrynogenu, k tó ry  może być udostępniony po­
przez dysocjację, a jest albo zm agazynowany w śródbłonku, albo znajduje 
się w krążeniu, 4) w pow staw aniu m akrom olekularnych kom pleksów 
fibryny o kształcie i wielkości zbliżonych do pośrednich polim erów 
fibryny, opisanych w 1947 roku przez F e r r y  i M o r r i s o n a  (23). 
K om pleksy takie mogą być odpowiedzialne za stosunkowo duże w ahania 
lepkości krw i i osocza opisywane w literaturze.

Założenia prac przeprow adzonych w naszej pracow ni w ynikają z kon­
cepcji fizjologicznej roli fibryny, k tórą po raz pierw szy przedstaw iłem
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[3] R O L A  F IB R Y N O G E N U  I F IB R Y N Y  345

w 1953 roku w czasie obrad 19-go M iędzynarodpwego K ongresu Fizjolo­
gicznego w M ontrealu (4), a potem  rozszerzyłem  w dalszych pracach 
(7, 8 , 10, 11).

Postulow ałem , że cienka, submikroskopowa w arstw a fibryny wyścieła 
w ew nętrzną powierzchnię ściany naczyń krw ionośnych pozostając w bez­
pośrednim  kontakcie z kom órkam i śródbłonka. Uważa się, iż ta  w arstw a 
fib ryny  zależy od hom eostazy procesów ciągłego tw orzenia się fibryny 
i fibrynolizy, przebiegających na ścianach naczyń krwionośnych. Na 
istnienie takiej w arstw y fibryny w skazuje badanie hemoreologiczne in 
vivo  przeprowadzone w moim poprzednim  laboratorium  w Londynie. 
Uzyskaliśm y wówczas dane bezpośrednio przem aw iające za istnieniem  
więcej lub m niej nieruchom ej osoczowej strefy  w pobliżu ściany naczynia 
(21). Istnienie takiej strefy  postulował po raz pierw szy P o i s e u i l l e  
w roku 1835 (34).

Stw ierdziliśm y również przeciw skrzepliwe działanie fibryny (5, 22). 
S t e f k o  i ja (10) potw ierdziliśm y piękne doświadczenia dotyczące prze- 
ciwskrzepliwego działania fibryny, k tóre J. L i s t e r  przedstaw ił w 1863 
roku podczas Cronian Lectures  na posiedzeniu Tow arzystw a Królewskiego 
w Londynie (26).

Dalsze badania w ykonane wspólnie z S c o t t  B l a i r e m  dotyczą 
zwilżalności fib ryny  i żyjącego śródbłonka (7, 14). W ykazaliśm y obniżenie 
względnej lepkości w kapilarnych w iskozym etrach w ysłanych fibryną, 
co nasuw a przypuszczenie, iż istnienie błony fibrynow ej na kom órkach 
śródbłonka może stanowić podstawowy czynnik wspom agający krążenie 
dzięki zm niejszeniu oporu dla przepływ ającej krw i (6, 20).
• Istnieje wiele pośrednich danych przem aw iających za istnieniem  takiej 

fizjologicznej w arstw y fibrynow ej. W związku z tym  można dodać co 
następuje. Zastosowaliśm y technikę Coona w celu w ykazania obecności 
fib ryny  na śródbłonku najm niejszych naczyń krwionośnych. Na podstawie 
jasnozielonej hyperfluorescencji w ykazaliśm y obecność ściśle określonej, 
bardzo cienkiej, ciągłej w arstw y fib ryny  w yściełającej powierzchnię 
św iatła najm niejszych naczyń krw ionośnych w ludzkich i wołowych 
sercach i nerkach (10).

W badaniach elektronom ikroskopow ych nad przepuszczalnością kapi- 
lar M a j  n o  i P a l a d e  (31, 32) zaobserwowali w ścianie kapilarnych 
naczyń krw ionośnych w łókna fibryny, k tórych nie można było dostrzec 
w tkance łącznej na zew nątrz błony podstawowej. Aż do chwili obecnej 
większość specjalistów  w zakresie mikroskopii elektronow ej zaprzeczała 
istnieniu w arstw y fibrynow ej w yściełającej naczynia krwionośne. Jed ­
nakże L u f t  zaobserwował w 1965 roku istnienie takiej cienkiej i deli­
katnej w arstw y stosując nową technikę. Badacz ten stw ierdził, że „okien­
ka” śródbłonka zam knięte są cienką błoną (29). Luft sądził, że czerwień 
rutenow a zastosowana przez niego w tych  doświadczeniach wiąże się 
z m ukopolisacharydam i zaw artym i w w yścielisku śródbłonka (30). O stat-
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nio stw ierdziliśm y (19), że czerwień rutenow a wiąże się nie tylko z am i­
nowymi polisacharydam i, ale także z różnym i białkam i, na przykład z fi- 
brynogenem , fibryną, elastyną, kolagenem  i innymi.

P  a 1 a d e z U niw ersytetu Rockefellera pokazywał mi liczne zdjęcia 
podobnych cienkich błon. Stosując octan urany lu  stw ierdził on istnienie 
cienkich błon, które zam ykają „okienka” śródbłonka kapilarnych naczyń 
trzew nych i otworki pęcherzyków śródbłonka w naczyniach kapilarnych 
trzew nych i mięśniowych. Postuluje on, iż  błony te stanow ią część 
ciągłej, niezależnej w arstw y uform ow anej prawdopodobnie z białka, 
które pokryw a kom órka endotelium  zarówno od strony św iatła, jak i od 
strony tkanek (33).

C o p l e y ,  H a n i g ,  L u c h i n i  i A l l e n  (15) stw ierdzili, że fibry- 
nopeptydy A i B zwiększają przepuszczalność kapilar, m ierzoną ilościowo 
za pomocą testu  z peroksydazą izolowaną z chrzanu. W yniki tych badań 
dostarczają pośrednich dowodów na istnienie tak  zwanej fib ryny  cem ento­
wej (10), k tóra może otaczać kom órki śródbłonka i znajdow ać się w błonie 
podstawowej. Uważa się, że fibryna cem entująca składa się z typowej
i nietypow ej fibryny. Ta ostatn ia zawiera produkty  rozpadu fibryny 
powstałe na skutek fibrynolizy. Nagromadzenie m ateria łu  ziarnistego, 
k tóry  M a j n o  i P a l a d e  (31) zaobserwowali w swych badaniach 
elektronom ikroskopowych w przestrzeni pozaśródbłonkowej, pomiędzy 
kom órkam i śródbłonka a błoną podstawową może stanowić takie właśnie 
fragm enty  fibryny. A utorzy ci sugerują również, że m ateriał ten  może 
być fibryną na wczesnych etapach polim eryzacji (31). Inna nietypowa 
fibryna może pochodzić z fibrynogenu zmienionego w procesie fibryno­
lizy i zachowującego ciągle zdolność do przem iany w fibrynę pod w pły­
wem trom biny (10, 12).

Stw ierdzenie wzmożonej przepuszczalności kapilar pod wpływem  
fibrynopeptydów  i plazm inopeptydów (13) rzuca nowe światło na fizjo­
logię ściany kapilarnych naczyń krwionośnych. Ma to również duże zna­
czenie w zapaleniu i w odw racalnych postaciach w strząsu. W takich 
w arunkach dochodzi do stanu, w k tórym  elem enty  m orfotyczne krwi, 
a przede wszystkim  erytrocyty , tw orzą odw racalne agregaty  i blokują 
naczynia kapilarne. N astępstw em  tego jest zwiększona przepuszczalność 
kapilar określana również term inem  nieciągłości kapilarnej (13).

Kom pleksy fibrynogenu z m onomeram i fib ryny  w pływ ają na pow­
staw anie agregatów erytrocytów , a proces ten  z kolei odgryw a istotną rolę 
w przepływ ie krwi. Obecność takich kompleksów w yw iera wpływ  na 
przepływ  i na stabilność zawiesiny erytrocytów  w osoczu i w roztworach 
oczyszczonego fibrynogenu. Badania lepkości wykonano przy szybkości 
przepływ u w granicach od 230 do 5,75 s-1. Porównano obserw acje m ikros­
kopowe agregatów krw inek czerwonych z uw zględnieniem  rouleaux  z w y­
nikam i pomiarów lepkości i stabilności zawiesiny. Kom pleksy fibrynogenu 
z m onomeram i fibryny zwiększały istotnie lepkość krw i w badanych
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układach. Towarzyszy tem u dw ukrotny wzrost szybkości opadania k rw i­
nek. Nasze badania podkreślają konieczność poddania krytyce doniesień 
literaturow ych, gdzie pierw otną rolę w agregacji krw inek czerwonych 
przypisuje się fibrynogenowi. Kom pleksy fibrynogenu z fibryną są obecne 
w w arunkach  fizjologicznych, ponieważ trom bina tworzy się ciągle w nie­
wielkich ilościach w krwiobiegu. W sytuacjach, w których dochodzi do 
zwiększania ilości kompleksów fibrynogenu z fibryną w krążeniu, mogą 
mieć m iejsce istotne zaburzenia przepływ u krw i prowadzące do zmian 
patologicznych (18).

W licznych publikacjach przed wieloma laty  zwracałem  uwagę, że 
pow staw anie m onomerów fibryny i ich polim eryzacja są jakościowo róż­
nym i fazami. A mianowicie pierwszą fazą jest pow staw anie monomerów, 
a drugą — tworzenie żelu fibryny. Niektóre z tych prac były ostatnio 
przedm iotem  opracowania przeglądowego (11). Opisaliśmy ponadto czyn­
niki przyspieszające żelifikacje fibryny, tak  zwane czynniki żeloplastycz- 
ne* jak na przykład jony wapnia, żeloplastyna osoczowa i tkankow a oraz 
czynniki antyżeloplastyczne i ham ujące żelifikację fibryny. P raca nad 
tym i czynnikam i jest obecnie przedm iotem  badań w moim laboratorium  
przy współpracy M arylin Thaller, R. G. Kinga, B. W. Luchiniego 
i B. M. Scheithala. W yniki tej pracy będą opublikowane gdzie indziej.
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STEF AN  NIEW IARO W SKI*

Biochemia hemostazy

Biochemistry of Heniostasis

T he m o d ern  v iew s on hem o stasis  w ith  p a r t ic u la r  re fe ren ce  to th e  b iochem ical 
ap p ro ach  to th is  p ro b lem  a re  d iscussed . T h e  a r tic le  inc ludes fo llow ing  ch ap te rs  — 
p la sm a  c lo ttin g  fac to rs , th e  s ign ificance  of fib rin o ly tic  system , th e  ro le  of blood 
p la te le ts , th e  ro le  of leu k o cy tes  an d  e ry tro cy te s , local hem o stasis  (fo rm atio n  of 
h em o sta tic  plug), con tin u o u s hem ostasis. N ew  schem es of ty p ic a l hem o sta tic  m e ­

chan ism  an d  of em erg en cy  h em o sta tic  m ech an ism  a re  given.

Hemostaza jest zespołem mechanizm ów utrzym ujących krew  krążącą 
w stanie p łynnym  w łożysku naczyniowym  w w arunkach fizjologicznych 
oraz mechanizm ów doprow adzających do zatam ow ania krw aw ienia po 
przerw aniu ciągłości naczyń. M echanizmy utrzym ujące płynność krw i 
w naczyniach i zapobiegające jej w ynaczynieniu określam y m ianem  
hem ostazy ciągłej. M echanizm y doprowadzające do zatrzym ania k rw a­
wienia po uszkodzeniu naczynia nazywTam y hem ostazą lokalną. K rw aw ie­
nie zatrzym uje się dzięki w ytw orzeniu czopu hemostatycznego, w skład 
którego wchodzą elem enty m orfotyczne i nitk i włóknika.

Skuteczność hem ostazy zależy od prawidłowo przebiegającego procesu 
krzepnięcia krw i, od stanu naczyń krw ionośnych, a przede wszystkim  od 
spraw nie przebiegającej agregacji krw inek płytkow ych i innych biolo­
gicznych funkcji tych komórek. Istotne znaczenie w hemostazie m ają 
również układ fibrynolityczny osocza oraz leukocyty i erytrocyty.

Zaburzenia hem ostazy mogą doprowadzać z jednej strony do wzmożo­
nych krw aw ień i skaz krwotocznych, z drugiej strony  — do choroby 
zakrzepowej. Zakrzep — s tru k tu ra  analogiczna do czopu hem ostatyczne­
go — tw orzy się na w ew nętrznej stronie naczynia przy uszkodzeniu jego 
śródbłonka, ale przy zachowaniu ciągłości naczynia.

Celem niniejszego artyku łu  jest przedstaw ienie niektórych osiągnięć 
w zakresie biochemii hem ostazy oraz próba ich korelacji z obserw acjam i 
klinicznym i i oceny znaczenia biologicznego om aw ianych mechanizmów 
hem ostatycznych.

* Doc. d r, Z ak ład  C hem ii F iz jo log icznej A kad em ii M edycznej, B iałystok .
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I. Osoczowe krzepnięcie krwi

K lasyczny schem at krzepnięcia krw i zaproponow any w roku 1905 
przez M o r a w i t z a  (144) uwzględnia dwie reakcje

Protrom bina (II) J rjmb_3i Kałty-'ia (In) _» Trom bina 1
v ' Ca -(IV)

Fibrynogen (I) F ibryna 2

Czynniki biorące udział w tych reakcjach oznaczono — zgodnie z za­
leceniami M iędzynarodowego K om itetu N om enklatury Czynników Krzep­
nięcia — cyfram i rzym skim i. Na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat 
w ykryto i scharakteryzow ano osiem dalszych osoczowych czynników 
krzepnięcia (tablica 1 i 2).

P rzynajm niej 10 spośród nich jest białkam i. Trom boplastyna (III) jest 
czynnikiem  tkankow ym . Osoczowe czynniki krzepnięcia, za w yjątkiem
I i XIII, biorą udział w reakcjach aktyw acji protrom biny do trom biny. 
Czynnik X III działa na fibrynę i powoduje stabilizację skrzepu.

Są dane doświadczalne (2, 14), że proces aktyw acji może przebiegać 
w dwu układach: w ew nątrzpochodnym  (krzepnięcie tylko w obecności 
czynników osoczowych i pły tek  krwi) i zew nątrzpochodnym  (krzepnięcie 
pod wpływem  trom boplastyny tkankow ej). W układzie w ew nątrzpochod­
nym  proces rozpoczyna się od aktyw acji czynnika XII przez kontakt z po-

T a b l i c a  1.
S ynon im y  osoczow ych czynn ików  k rzepn ięc ia .

Uwaga: Termin — Czynnik VI w yszed ł z użycia, poniew aż okazał się  
on identyczny z czynnik iem  V ak tyw nym .

C zynnik S ynon im

I F ib ry n o g en
II P ro tro m b in a  (p ro tro m b in a  w łaśc iw a)
III T ro m b o p la s ty n a  tk an k o w a
IV W apń
V C zynn ik  ch w ie jn y , p ro ak ce le ry n a , A c-g lo b u lin a
VI(?) A k ty w n y  czynn ik  V, ak ce le ry n a
VII P ro k o n w e rty n a , SPC A
VIII A n ty h em o filo w a g lo b u lin a  (AHG), a n tih e m o p h i­

lic fa c to r  (AHF), czynn ik  p rzec iw hem ofilow y  A .
IX

X

C zynn ik  C h ris tm asa  (C h ris tm a s Factor), p lasm a  
th ro m b o p la stin  co m p o n en t (PTC), czynn ik  
p rzec iw hem ofilow y  B 
C zynn ik  S tu a r t-P ro w e ra

X I P lasm a  th ro m b o p la stin  a n teced en t  (PTA), czyn ­
n ik  p rzec iw hem ofilow y  C, czynn ik  R o sen th a la

X II C zynn ik  H ag em an a
X III S tab iliz a to r w łó k n ik a  (FSF), L L  fac to r, f ib ry n a z a  j
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S. N IE W IA R O W S K I [4]

wierzchniam i (na przykład szkło, inne krzem iany) (68, 204), a dalsze re ­
akcje przebiegają przy udziale czynników XI, IX, VIII, X i V oraz jonów 
wapnia i fosfolipidów płytkow ych. W zew nątrzpochodnym  układzie 
pierwszym  etapem  jest in terakcja  czynnika VII i trom boplastyny tk an ­
kowej, następne etapy w arunkuje  obecność czynnika V, X i jonów 
wapnia.

W rodzony niedobór każdego spośród 10 osoczowych czynników 
krzepnięcia powoduje zaburzenia w  hemostazie (159). Badania osoczy

Czynnik Hagemana (XII) 

PTA (XI)

Czynnik Christmasa (IX)

a h g (vutT

Czynnik Stuarta (X)

Proakceleryna (V)

Protrombina (II)

Fibrynogen ( I )

Ca2*
fosfolipid

Ca2+

Ca2+
fosfolipid

Ca2+

Aktywny czynnik Hagemana (XU) 

Aktywny PTA (XI)

Aktywny czynnik Christmasa (IX) 

Aktywny AHG (VIII)

Aktywny czynnik Stuarta (X) 

Aktywna proakceleryna (V) 

Trombina 

Fibryna

b) Tromboplastyna tkankowa 
czynnik (VII)

Czynnik Stuarta (X)
Ca2*

Proakceleryna (V)
Ca2+

fosfolipid

Protrombina (II) 

Fibrynogen ( I )

Ca2+

Aktywny czynnik Stuarta (X) 

Aktywna proakceleryna (V) 

Trombina 

Fibryna

R ys. 1. K ask ad o w y  sch em at k rzep n ięc ia :
a) m echan izm  w ew n ą trzp o ch o d n y ,
b) m echan izm  zew n ą trzp o ch o d n y  (w edług  D av ie ’ego i R a tno ffa ) (40)

chorych z wrodzonym i skazam i krwotocznym i pozwoliły w ykryć w ięk­
szość czynników krzepnięcia, ustalić ich rolę oraz kolejność poszczegól­
nych reakcji procesu aktyw acji protrom biny. Na podstaw ie tych  badań 
w 1964 r. zaproponowano schem at krzepnięcia, k tóry  M a c f a r l a n e
(125) nazw ał „kaskadow ym ”, a D a v i e  i R a t n o f f  (40) „wodospado­
w ym ” (rysunek 1 a i b). W artyku le  tym  używać będziem y określenia — 
kaskadowy.
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W edług schem atu kaskadowego w wieloenzym atycznym  układzie ma 
m iejsce ak tyw acja szeregu proenzym ów przy czym każdy proenzym  jest 
substra tem  dla poprzednio zaktywowanego enzymu, a każdy enzym  jest 
p roduktem  reakcji. Przypuszcza się, że w sposób analogiczny działa 
także dw uetapow y m echanizm  aktyw acji enzymów trzustkow ych oraz 
ak tyw acja  poszczególnych składników  kom plem entu (221).

K askadę krzepnięcia rozpoczyna aktyw acja czynnika XII. In vivo  rolę 
ak tyw ującej powierzchni może pełnić kolagen (160, 162), k tó ry  po uszko­
dzeniu ściany naczynia jest dostępny dla płynącej krwi. A ktyw acja po­
lega praw dopodobnie na zmianie w tórnej s tru k tu ry  czynnika XII, co 
odsłania jego grupy czynne (134). Zaktywowane cząsteczki czynnika XII 
ulegają następnie sam orzutnej polim eryzacji (45).

N iektóre czynniki krzepnięcia są enzym am i proteolitycznym i o dużej 
swoistości. W ykazano to dla oczyszczonych preparatów  czynników: XII 
(158, 192), XI (96), X (50) i trom biny (197), chociaż są też prace nie 
potw ierdzające tych  danych o czynnikach X II (183) i X (123). Zm niej­
szenie ciężaru cząsteczkowego obserwowane przy aktyw acji czynnika II 
(194), V (174) i X (50) może zależeć od ograniczonej proteolizy.

Z kaskadowego schem atu krzepnięcia w ynika możliwość wzm acniania 
kolejnych, sprzężonych ze sobą reakcji enzym atycznych: jeżeli przy jm ie­
my, że jedna  cząsteczka enzym u reaguje z 10 cząsteczkami substratu , to 
w kaskadzie złożonej z sześciu etapów, jedna cząsteczka czynnika XII 
może zaktyw ować w stosunkowo kró tk im  czasie 106 cząsteczek protrom - 
biny. W a l d  (216) przyrów nuje ten  m echanizm  do m echanizm u am pli- 
fikacji bodźców św ietlnych w siatkówce.

Teoria kaskadow a dobrze tłum aczy niektóre obserw acje kliniczne 
wrodzonych skaz krwotocznych. W ywołujące te skazy niedobory poszcze­
gólnych czynników krzepnięcia rzadko jednak są całkowite. Niedobór 
czynnika X II przebiega zwykle bez objawów krw aw ień, a skaza krw o­
toczna z niedoboru czynnika XI jest zwykle łagodna. Prawdopodobnie 
niew ielkie, wręcz niew ykryw alne stężenia tych czynników obecne w oso­
czu chorych zapew niają jeszcze spraw ne funkcjonow anie mechanizm u 
kaskadowego. Natom iast niedobory czynników VIII, IX, X i V dają o wiele 
cięższe skazy, co można by tłum aczyć niezbędnością wyższych stężeń tych 
czynników do prawidłowego funkcjonow ania kaskady. Nasilenie i częstość 
krw aw ień zależą od stopnia niedoboru rozpatryw anego czynnika krzep­
nięcia. Chorzy z niedoborem  protrom biny w prawdzie zwykle nie m ają 
ciężko przebiegającej skazy krw otocznej, jednak poziom protrom biny 
w osoczu chorych sięga 10—20% norm y. Być może całkow ity lub praw ie 
całkow ity niedobór protrom biny jest letalny. W ystępowanie krw aw ień 
zarówno u chorych z niedoboram i czynników przeciwhem ofilowych (VIII, 
IX, XI), jak  i z niedoboram i czynnika VII świadczy, że współdziałanie 
kaskady „w ew nątrzpochodnej” i „zew nątrzpochodnej” jest niezbędne 
do praw idłowego w ytw arzania czopu hem ostatycznego.
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Niektóre fak ty  doświadczalne nie mieszczą się jednak w schemacie 
kaskadowym.

1) Nie tłum aczy on autokatalitycznego m echanizm u krzepnięcia: małe 
daw ki trom biny przyśpieszają znacznie proces krzepnięcia praw dopo­
dobnie aktyw ując czynniki V (217, 174) i VIII (15) do bardzo nietrw ałych 
produktów , a ponadto aktyw ując fosfolipidy płytkow e, spełniające istotną 
rolę na dwu etapach kaskady (82).

2) W schemacie kaskadow ym  nie mieszczą się niektóre czynniki, jak 
na przykład Tatsumi Factor (89, 100) i Fletcher Factor (73).

3) Istn ieją  poglądy, że czynnik XII nie działa enzym atycznie na XI, 
ale tw orzy z nim  kompleks zdolny do aktyw acji czynnika IX (64, 204).

4) Najwięcej kontrow ersji budzi ostatni etap kaskady. Jedni autorzy 
(28, 29) w ykazują, że ak tyw ny czynnik X aktyw uje V, a ten z kolei 
zam ienia protrom binę na trom binę, inni (9) uw ażają, że jedynie trom bina 
może aktywować czynnik V, k tóry  działa jako ak tyw ator czynnika X, 
jeszcze inni (92) przypuszczają, że fosfolipidy tw orzą z jonam i wapnia 
i czynnikiem  V kom pleks u łatw iający działanie aktyw nego czynnika X na 
protrom binę, ponieważ fosfolipidy stanow ią dogodną powierzchnię dla 
wzajem nego oddziaływania białek.

5) H e m k e r  i K h a n  (76) postulują, że również czynnik VIII tw o­
rzy kompleks z aktyw nym  czynnikiem  IX, fosfolipidami i jonam i wapnia, 
k tóry  to kompleks ak tyw uje czynnik X (rysunek 2). Są też dane o reakcji 
kom pleksowania m iędzy trom boplastyną tkankow ą a czynnikiem  VII 
(149).

kontakt XIIa XIa
X I I ------- -*► X IIa  ; X I --------► XIa  ; I X ------- ► IXa

IXa + VIII + fosfolipid + Ca2+-------► kompleks A

kompleks A
X  ► X a

X a + V +  fosfo lip id  + Ca2+ --------W Kompleks B

kompleks B , , .
I I   — — -► trom bina

R ys. 2. S ch em at a k ty w a c ji p ro tro m b in y  w ed łu g  H e m k e ra  i K ah n a  (76).
A ktyw ne czynn ik i krzepnięcia oznaczono literą a.

Zupełnie odm ienny m echanizm  aktyw acji protrom biny postuluje 
S e e g e r s  i jego szkoła (194, 195, 196, 128). W edług nich trzy  czynniki 
krzepnięcia: autoprotrom bina I (odpowiadająca czynnikowi VII), auto- 
protrom bina II (odpowiadająca czynnikowi IX) i autoprotrom bina C 
(aktyw ny czynnik X) są pośrednim i produktam i konw ersji protrom biny 
w trom binę. W doświadczeniach, na których opiera się ta  teoria stosowano 
oczyszczone p repara ty  protrom biny, które w ykazyw ały aktyw ności czyn­
ników VII, IX, X. Jest jednak spraw ą sporną, czy są to aktyw ności 
preform ow ane, czy też czynniki te odszczepiają się z cząsteczki protrom -
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biny w czasie jej aktyw acji. Czynniki II, VII, X są do siebie podobne 
pod względem niektórych własności i s tru k tu ry  fizykochem icznej (43). 
Postu lu je się ich wspólne pochodzenie od preprotrom biny (75), k tórej 
biosyntezę w arunkuje  w itam ina K (75). O statnio M a r c i n i a k  i wsp. 
(129, 130) uw ażają, że p ierw otna cząsteczka protrom biny dysocjuje na 
właściwą protrom binę, inhibitor i autoprotrom binę III, k tóra może ulegać 
aktyw acji do czynnika X.

M echanizm przejścia fibrynogenu w  fibrynę i utw orzenia nierozpusz­
czalnego skrzepu fibrynowego (rysunek 3) jest znacznie lepiej poznany 
z punktu  widzenia biochemicznego. Trom bina katalizuje swoiście hydro­
lizę określonych wiązań peptydow ych m iędzy glicyną i argininą i odszcze- 
pia dwa fibrynopeptydy A i B od dwu pod jednostek fibrynogenu; od 
trzeciej podjednostki fibrynogenu nie odszczepia się żaden peptyd (16, 
18, 77). Pow stanie niew ielkich ilości nietypow ych fibrynopeptydów  AP 
i Y w czasie krzepnięcia krw i może być skutkiem  m ikroheterogenności 
fibrynogenu lub degradacji fibrynopeptydów  A i B (19, 210).

Fibrunogen + trombina -------monomery fibryny + fibrynopeptydy

n monomerów fibryny ------ * -  (polimery fib ryny) n

Czynnik XIII + trombina +Ca2 + ------► czynnik X IIIa

Czynnik XIIIa + (polimery fib ryny) n ----- fibryną stabilizowana

R ys. 3. P rze jśc ie  fib ry n o g en u  w  fib ry n ę .

Cząsteczki fibrynogenu, pozbawione fibrynopeptydów , tw orzą tak  
zwane m onomery fib ryny  i ulegają sam orzutnej polim eryzacji, typu  
„bok do boku” lub „koniec do końca” (65). Prawdopodobnie poszczególne 
m onomery w siatce w łóknika powiązane są ze sobą poprzez w iązania 
wodorowe. Skrzep utw orzony z oczyszczonego fibrynogenu i trom biny 
łatwo rozpuszcza się w roztworze mocznika. Dopiero stabilizacja czyni 
go opornym  na rozpuszczanie w roztworze m ocznika i w innych rozpusz­
czalnikach organicznych. Stabilizator w łóknika (czynnik XIII) jest tran s- 
peptydazą o ciężarze cząsteczkowym  zbliżonym  do fibrynogenu (109, 118, 
119). Ulega on aktyw acji pod w pływ em  trom biny (32, 121). M echanizm  
jego działania polega na utw orzeniu dodatkow ych wiązań amidowych 
w siatce w łóknika w w yniku w ym iany grup am inowych lizyny z am o­
niakiem  związanym  z grupą 7-karboksylow ą glutam iny lub P-asparaginy 
(56, 122). W czasie reakcji stabilizacji wyzw ala się amoniak (120). S tab i­
lizacja skrzepu zapew nia większą skuteczność hem ostatyczną skrzepu 
i spraw ne gojenie się ran  (8).

Osoczowe czynniki krzepnięcia można podzielić na trzy  grupy:
1) Czynniki aktyw ow ane przez kontakt z powierzchniam i (XI i XII).
2) Czynniki „rodziny protrom biny” (II, VII, IX i X) są adsorbowane
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siarczanem  baru, ich biosynteza zależy od w itam iny K, w ykazują daleko 
idące podobieństwa struk tura lne.

3) Czynniki „rodziny” fibrynogenu (I, V, VIII, XIII), o wysokim 
ciężarze cząsteczkowym (rzędu 300 000), są substratam i dla trom biny 
i plazm iny. O powiązaniu m iędzy czynnikiem  VIII i fibrynogenem  św iad­
czy nietypowe zachowanie się w ultraw irów ce fibrynogenu uzyskanego 
od pacjentów  z wrodzonym  niedoborem  czynnika VIII (17). Ponadto 
aktywność zbliżoną do czynnika V III znaleziono w produktach proteolizy 
fibryny (214). Do czynników „rodziny” fibrynogenu należy praw dopo­
dobnie również czynnik v. W illebrandta, którego brak  stw ierdza się 
w  hemofilii naczyniowej (167). Czynnik ten niezbędny do utrzym ania 
praw idłowej adhezywności p ły tek  in vivo  (20) w ypada w raz z fibrynoge­
nem  we frakcji I Cohna (169) oraz z osadem krioglobulin.

Zdaniem  autora tego artyku łu  teoria Seegersa w oryginalnym  brzm ie­
niu jest trudna  do przyjęcia, brak  bowiem dostatecznych dowodów 
świadczących o pochodzeniu czynników VII, IX i X z protrom biny, 
a ponadto u chorych z niedoboram i czynników VII, IX i X poziom
i aktyw ność protrom biny są praw idłowe. Jednak  wiele danych wskazuje, 
że zarówno czynniki „rodziny” protrom biny jak  i czynniki „rodziny” 
fibrynogenu mogą pochodzić od wspólnych prekursorów .

O statnio w yniki n iektórych badań nad w pływ em  w itam iny K na 
biosyntezę czynników krzepnięcia w hom ogenatach i podfrakcjach ko­
m órkowych (6, 173, 209) w skazują, że działa ona w rybosom ach na 
uform ow any już uprzednio prekursor białkowy, być może ten, z którego 
pow stają pod w pływ em  w itam iny K czynniki II, VII, IX, X.

N iektóre obserwacje kliniczne w skazują, że w hemostazie proces 
tw orzenia trom biny jest w ażniejszy niż proces tw orzenia fibryny. Trom- 
bina jest potrzebna nie tylko do tw orzenia skrzepu, lecz także do agre­
gacji pły tek  i uw alniania z nich różnych substancji działających na na­
czynia. Dotychczas opisano kilkadziesiąt przypadków  wrodzonej afibry- 
nogenemii. U niektórych chorych poziom fibrynogenu był poniżej granicy 
w ykryw alności wynoszącej 0,001°/o, a chorzy ci w ykazyw ali jedynie 
łagodną tendencję do krw aw ień (67, 157). Znacznie cięższy przebieg 
natom iast ma nabyta  afibrynogenem ia, uw arunkow ana w ew nątrznaczy­
niowym  krzepnięciem  i fibrynolizą. Przyczyną tego może być między 
innym i fakt, że w stanach tych  dochodzi do uszkodzenia funkcji płytek. 
K o w a l s k i  i wsp. (98, 102, 103) wykazali, że p rodukty  rozpadu fib ry ­
nogenu ham ują agregację płytek. Być może, we w rodzonej afibrynoge- 
nemii praw idłowa czynność p ły tek  w yrów nuje defekt hem ostatyczny. 
Wiadomo jednak, że fibrynogen jest kofaktorem  agregacji p łytek przez 
ADP (37, 139), jest zatem  możliwe, że funkcję fibrynogenu mogą zastąpić 
niektóre inne białka, bądź, że naw et ślady fibrynogenu w ystarczają do 
zapew nienia m inim um  funkcji hem ostatycznych.
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O statnio (52) wyosobniono z jadu  węża enzym o aktyw ności zbliżonej 
do trom biny, działający jednak tylko na fibrynogen, a nie działający na 
p łytki ani na czynnik VIII. Przedłużone podawanie oczyszczonego jadu 
psom i ludziom powoduje całkow itą u tra tę  zdolności krw i do krzepnięcia, 
a mimo to nie w yw ołuje żadnych objawów zakrzepów i krwawień.

Omówienie m echanizm u krzepnięcia krw i byłoby niezupełne gdy­
byśm y pominęli rolę na tu ra lnych  inhibitorów  w osoczu. Ich znaczenie 
fizjologiczne polega na uniem ożliw ieniu rozprzestrzeniania się procesu 
krzepnięcia krwi. Dzięki ich aktyw ności 1 ml osocza może neutralizow ać 
2000 jednostek trom biny, to znaczy ilość potrzebną do w ykrzepienia
2 litrów  fibrynogenu w 15 sekund (203).

N ajw ażniejszą rolę odgryw ają antytrom biny. Pod koniec lat pięć­
dziesiątych w yróżniano następujące an ty trom biny  (203): I — fibryna, 
adsorbuje trom binę, II — kofaktor heparyny, III — „progresyw na” , jej 
oddziaływanie z trom biną wym aga czasu, IV — pow staje z protrom biny, 
jej istnienie podano ostatnio w wątpliwość (143), V — „natychm iastow a” , 
znajduje się we frakcji Y-globulinowej osocza niektórych chorych z dys- 
proteinem ią (117), VI — produkty  rozpadu fibrynogenu (153, 154). O stat­
nio stw ierdzono (1), że 75°/o aktyw ności antytrom binow ej osocza zawiera 
się w a2 globulinie, o ciężarze cząsteczkowym  64 000. Białko to jest 
także kofaktorem  heparyny. a2 M akroglobulina osocza zawiera również 
aktyw ność antytrom binow ą, a jest wolna od aktyw ności kofaktorowej 
(208). W ydaje się, że szczególnie aktyw ne są inhibitory  skierowane prze­
ciwko czynnikowi XI i VII (184, 202). Ostatnio oczyszczono prepara ty  in­
hibitora czynnika XI z osocza ludzkiego (150). Być może, dzięki wysokiej 
aktyw ności tego inhibitora nie sposób jest doprowadzić do w ew nątrzna­
czyniowego w ykrzepienia fibrynogenu u zw ierząt naw et po dużych daw ­
kach aktyw nego czynnika XI (166) lub ak tyw atora czynnika XII, kwasu 
elaginowego (26, 59).

„A ntytrom bokinaza” osocza, której aktyw ność narasta  w czasie krzep­
nięcia krw i (191) jest prawdopodobnie identyczna z inhibitorem  pochodzą­
cym z protrom biny (130, 193), a ham ującym  konw ersję protrom biny 
w trom binę pod wpływ em  aktyw nego czynnika X.

K w aśny glikoproteid osocza jest ak tyw nym  inhibitorem  trom bo- 
plastyny tkankow ej (168). H eparyna, potężny inhibitor krzepnięcia krw i, 
uzyskany z tkanek, jest w osoczu w śladow ych ilościach (47) i nie odgryw a 
większej roli w w arunkach fizjologicznej hemostazy.

II. Znaczenie układu fibrynolitycznego

Biochemię i fizjologię układu fibrynolitycznego omówiono ostatnio 
szczegółowo (97, 176, 219), na tym  m iejscu zwrócimy jedynie uwagę na 
znaczenie tego układu w hemostazie.
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Fizjologiczna rola enzymów fibrynolitycznych polega na usuw aniu 
złogów włóknika. Fibrynoliza uniem ożliwia nadm ierne narastan ie  skrze­
pu, przyczynia się do znikania i w chłaniania czopu hem ostatycznego oraz 
w yw iera istotny wpływ na proces gojenia się ran. W procesach tych  mogą 
brać udział enzym y fibrynolityczne osocza, leukocytów oraz ak tyw atory  
ze śródbłonków naczyń krwionośnych.

Układ fibrynolityczny osocza w czasie krzepnięcia krw i ulega ak ty ­
wacji (106), której m echanizm  nie jest w yjaśniony. Zaobserwowano, że 
w czasie krzepnięcia zmniejsza się aktyw ność inhibitorów  fibrynolizy  (107, 
218). Do aktyw acji procesu fibrynolizy dochodzi w czasie zetknięcia 
osocza z czynnym i powierzchniam i, a w reakcji tej bierze udział czynnik 
XII (86, 156). Pew ną rolę w aktyw acji plazm inogenu mogą odgrywać 
takie czynniki krzepnięcia, jak trom bina (49) i czynnik X, które są pro- 
teazami. Ponadto ak tyw ator plazm inogenu łatwo adsorbuje się na skrze­
pie (198). Trudno jednak w ytłum aczyć potężną aktyw ację fibrynolizy 
in vivo  w następstw ie wzmożonego w ew nątrznaczyniow ego krzepnięcia. 
In vivo  złogi w łóknika powstałe po podaniu trom biny rozpuszczają się 
w ciągu kilku godzin (104).

A ktyw acja fibrynolizy w następstw ie krzepnięcia krw i stanow i istotny 
m echanizm  sprzężenia zwrotnego w homeostazie hem ostazy. A ktyw na 
plazmina może nie tylko traw ić fibrynogen i fibrynę i inaktyw ow ać 
niektóre czynniki krzepnięcia, lecz także uwalniać z fibrynogenu i fib ryny  
produkty traw ienia działające jako antykoagulanty . W r. 1957 N i e ­
w i a r o w s k i  i K o w a l s k i  (152) opisali pow staw anie aktyw ności 
antytrom biny VI w czasie proteolitycznego działania plazm iny na fib ry ­
nogen. Niezależnie T r i a n t a p h y l l o p o u l o s  (213) opisał an tykoa- 
gulant tworzący się w czasie d ługotrw ałej inkubacji roztw oru fibryno­
genu. P rodukty  degradacji fibrynogenu m ają istotną aktyw ność an ty - 
trom binow ą (101, 153, 154) i antytrom boplastyczną (112, 155) oraz, co 
ważniejsze, ham ują polim eryzację m onomerów fib ryny  tworząc z nimi 
rozpuszczalne kom pleksy i zapobiegając w ten  sosób pow staniu skrzepu 
(114). Istotną rolę w hemostazie może grać opisane przez K o w a l ­
s k i e g o  i wsp. (98, 102, 103) ham ow anie agregacji krw inek płytkow ych 
przez produkty  rozpadu fibrynogenu, dzięki czemu fibrynoliza może 
upośledzać tworzenie się czopu hem ostatycznego.

III. Rola krwinek płytkowych

K rw inki płytkow e, najm niejsze, bezjądrzaste kom órki krwi, k tórych 
metabolizm i biochemię szczegółowo opisano (10, 131, 137, 178), pełnią 
w hemostazie bardziej podstawowe funkcje niż osoczowe m echanizm y 
krzepnięcia krwi. K rzepnięcie osoczowe pojaw ia się w rozw oju filoge­
netycznym , dopiero na szczeblu kręgowców, u większości bezkręgowców
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zaś podstawowy mechanizm hem ostazy stanow i agregacja specjalnych 
kom órek, tak  zwanych koagulocytów (111).

W organizmie wyższych ssaków płytki spełniają liczne funkcje hemo- 
statyczne: aktyw ację krzepnięcia krwi, agregację i adhezję (podstawowe 
m echanizm y w arunkujące w ytw orzenie czopu hemostatycznego), retrakcję 
skrzepu oraz oddziaływanie na naczynia krwionośne.

P ły tk i zaw ierają swoiste czynniki krzepnięcia oraz w ykazują zdol­
ność adsorpcji różnych osoczowych czynników krzepnięcia na przykład 
czynników I, II, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII (27, 88). Dzięki tem u krzep­
nięcie krw i na powierzchni p ły tk i przebiega o wiele intensyw niej niż 
w  osoczu. Zwrócił na to uwagę R o s k a m (186) w ysuw ając hipotezę 
„atm osfery osoczowej okołopłytkow ej” , w której skupiają się osoczowe 
czynniki krzepnięcia, co potw ierdzili później inni badacze. W yjątkowo 
silnej adsorpcji na powierzchni pły tek  ulegają czynniki należące do ro­
dziny fibrynogenu. Czynnik V zw any czynnikiem  płytkow ym  1, w ykazuje 
po w ypłukaniu  z płytek pewne odrębne cechy fizykochemiczne (44).

Do typowych płytkow ych czynników krzepnięcia należy fibrynogen 
płytkow y oraz czynniki płytkow e 2, 3 i 4.

M egakariocyty, komórki m acierzyste płytek syntetyzują  fibrynogen 
(61), nie ma jednak zależności pom iędzy poziomem ani metabolizmem 
fibrynogenu w osoczu i w p ły tkach  (33). Nie ustalono ostatecznie, czy 
fibrynogen płytkow y i osoczowy są identyczne. Nie wiadomo też czy 
identyczne są osoczowy czynnik XIII i płytkow y stabilizator w łóknika 
(31).

Czynnik płytkow y 2, białko o niew ielkim  ciężarze cząsteczkowym 
aktyw uje fibrogen, powodując odszczepienie nie zidentyfikow anych 
bliżej peptydów, co zwiększa podatność fibrynogenu na działanie trom - 
biny (53).

Czynnik płytkow y 3 jest fosfolipidem  aktyw ującym  w ew nątrzpochod- 
ny  m echanizm  tworzenia się trom biny. A ktywność biologiczną tego czyn­
nika w ykazuje izolowana fosfatydyloetanoloam ina, ale w pływ ają na nią 
również inne fosfolipidy oraz stan  ich rozproszenia, a fosfatydyloseryna 
w wyższych stężeniach działa ham ująco. Najwyższą aktyw ność w ykazują 
lipoproteidy błon płytkow ych (131, 132, 133). W czasie agregacji p łytek 
zwiększa się dostępność czynnika płytkow ego 3. Bardziej reaktyw ne stają  
się wówczas fosfolipidy na powierzchni płytek, a tylko niew ielka część 
czynnika płytkowego 3 przechodzi do osocza (69, 70, 83).

Czynnik płytkow y 4, początkowo opisany jako czynnik an tyhepary- 
nowy (42, 215), został w naszym  Zakładzie w yodrębniony w wysoko 
oczyszczonej postaci z pły tek  świni i okazał się substancją term ostabilną
o ciężarze cząsteczkowym około 10 000, zaw ierającą białko i cukry (53). 
N eutralizuje on antytrom binow ą aktyw ność produktów  rozpadu fibryno­
genu (161) i powoduje polim eryzację rozpuszczalnych kom pleksów mo­
nomerów fib ryny  (164). Czynnik płytkow y 4 jest gwałtow nie w yrzucany
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z płytek  w czasie ich agregacji (164, 165). Podany dożylnie królikom  
powoduje spadek liczby płytek, spadek fibrynogenu i skrócenie czasu 
krzepnięcia (54). Prawdopodobnie czynnik ten  odgrywa istotną rolę 
w agregacji p łytek i w ich przyleganiu do n itek  w łóknika.

Spośród innych hem ostatycznie czynnych białek w krw ince płytkow ej, 
można wym ienić antyplazm inę płytkow ą, różną od osoczowej (4, 93) 
i trom basteninę, kurczliw e białko o w łasnościach zbliżających je do 
aktom iozyny mięśniowej. T rom bastenina (precypituje pod wpływem  ATP 
i w ykazuje czynność ATP-azową) gra isto tną rolę w późniejszych etapach 
agregacji pły tek  i w refrakcji skrzepu (11, 12).

Agregacją nazyw am y uw arunkow any swoistym i czynnikam i proces 
wzajemnego przylegania płytek  prow adzący do pow staw ania dużych sku­
pisk. Substancje zwiększające agregację p łytek zwiększają również ich 
adhezję, to znaczy przyleganie do różnych powierzchni, na przykład do 
ściany naczyń krw ionośnych, szkła itp. Nie zawsze jednak  istnieje kore­
lacja pomiędzy w ynikam i różnych m etod, które m ierzą agregację lub 
adhezję (185).

Tablica 3 podaje zestawienie różnych substancji pow odujących agre-

T a b l i c a  3.
N iek tó re  su b s ta n c je  p o w o d u jące  ag reg ac ję  p ły te k

A) Substancje „ fizjo log iczn e”

S u b s ta n c ja
S tężen ie  pow oduje 
agregację  w  osoczu 
bogato p ły tkow ym

In h ib ito r

A D P (57)

T ro m b in a  (55)

A d ren a lin a  (142)

N o ra d re n a lin a  (142) 
S e ro to n in a  (142)

K olagen  (146, 147) 
O lig'om ery f ib ry n y  (201) 
R ozpuszczalne k o m p lek ­
sy m onom erów  f ib ry n y  
i fib ry n o g en u  (99)

10~6 — 10-7M

0,1 —0,5 j/m l

10-«—10~7M

10-6M
10~6M

2-ch lo ro ad en o zy n a  (22) 
A denozyna (21* 22)
A M P (21, 22)
C y ste in a  (189)
TA M e (189)
H e p a ry n a  (34)
H iru d y n a  (135)
P ro d u k ty  d e g ra d a c ji f i ­
b ry n o g en u  (102) 
P h en to la m in a  (171) 
Im ip ra m in a  (187) 
P h en to la m in a  (171) 
B enad ry l. P ro m eth a zin e  
Ro-3-0837 (172) 
B u tap irazo l (148)

B) Substancje „ n iefiz jo log iczn e” : trypsyna (84), neuram inidaza (84), tróje ty lek  
cyn y  (170), jady w ężów : B. a tro x , B . jararaca, T . p u rp u reo m a cu la ta  (39), toksyn y  
gronkow cow e (90), h om ocysteina (138), kw asy  tłuszczow e (200).
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gację i ich inhibitorów, in teresu jące  jest, że obok agregacji p ły tek  trom ­
bina powoduje krzepnięcie fibrynogenu, a adrenalina, serotonina i nora­
drenalina kurczą naczynia krwionośne. N ajbardziej swoistym  czynnikiem  
agregującym  płytki jest ADP, a jego kofaktorem  jest zapewne fibrynogen 
(12, 37).

W procesie agregacji p ły tek  można wyróżnić dwie fazy (126, 141): 
pierw otną, odwracalną, charakteryzującą się jedynie w zajem nym  przyle­
ganiem  płytek i drugą, nieodw racalną, której tow arzyszy degranulacja 
kom órek (175). D egranulacji tow arzyszą reakcje „uw alniania” z płytek: 
ADP (62), adrenaliny (211), serotoniny (62), potasu (30), czynnika p łytko­
wego 4 (164) i niektórych innych substancji. N ieodw racalna faza agregacji 
odpowiada w pew nym  sensie zjaw isku, określanem u dawniej m ianem  
„lepkiej przem iany p ły tek” (220), a polegającem u na tw orzeniu się bez­
kształtnych agregatów, w k tórych  granice pomiędzy poszczególnymi ko­
m órkam i ulegają zatarciu przy obserw acji w m ikroskopie fazowokon- 
trastow ym .

Ponieważ ADP uw alnia się przy różnych typach agregacji, p rzy­
puszczano, iż jest on m ediatorem  każdej agregacji (71, 72). Nie da się 
jednak pogodzić z tą  teorią odmienność agregacji przez ADP i trom binę 
oraz synergistyczny efekt obu tych  czynników (163). Ponadto ADP nie 
uw alnia się w czasie agregacji pod w pływ em  m ałych stężeń adrenaliny
(126). W ydaje się bardziej prawdopodobne, że do agregacji mogą dopro­
wadzać różne procesy powodujące zm iany na błonach kom órkowych 
płytek, na przykład również zm iany pH  lub dodanie naładow anych 
polim erów (34). Agregacja p ły tek  pod w pływ em  zmian pH i pod w pły­
wem ADP m ają się do siebie zapewne tak, jak  hydroliza białka przez 
gotowanie w kwasie i pod w pływ em  swoistego enzymu.

Celem w ytłum aczenia agregacji p ły tek  przez ADP form ułow ano różne 
teorie. G a a r d e r  i L a l a n d  (58) postulowali łączenie się p łytek 
poprzez mostki utworzone przez AD P i jony wapnia. S p a e t 
i L e j n i e k s  (207) uważali, że ADP jest donatorem  energii potrzeb­
nej do agregacji płytek, a S a l z m a n  i wsp. (190) są zdania, że ADP 
zwiększa energię potrzebną do agregacji p ły tek  ham ując ATP-azę na 
ich powierzchni. W edług B o r n a  (24) ADP wiążąc się z białkam i płytki 
m odyfikuje ich konform ację, co sprzyja zlepianiu się. W ydaje się, iż 
żadna z tych hipotez nie jest poparta dostatecznym i dowodami doświad­
czalnymi.

M echanizm degranulacji i „uw aln ian ia” jest również przedm iotem  
intensyw nych badań. W edług G r  e 11 e’g o (62) przyczyną tych zjawisk 
jest uszkodzenie błony kom órkowej płytki. K o w a l s k i  i wsp. (105) 
w ysunęli przypuszczenie, że trom bina i inne czynniki powodujące „uw al­
n ianie” działają na lizosomy płytek. Przem aw iają za tym  prace M u s - 
t a r  d a  i wsp. (148), którzy w iążą adhezję p ły tek  z fagocytozą — pro­
cesem, w- k tórym  lizosomy odgryw ają znaczną rolę. P ły tk i mogą fago-
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cytować cząsteczki, do których przylegają, na przykład cząsteczki latexu 
(60) i w irusy (38).

Zjaw iska degranulacji i „uw aln ian ia” są bardzo złożone. O statnio 
wykazano, że w czasie agregacji p ły tk i w yrzucają na zew nątrz charak ­
terystyczne ziarnistości zaw ierające serotoninę (212).

K rw inka płytkow a może także pobierać z otoczenia szereg substancji, 
na przykład adenozynę (23), serotoninę (136), adrenalinę (25), potas (35). 
S tosując znakowane nukleotydy wykazano w  płytkach dwie pule ADP: 
m etaboliczną i nieczynną m etabolicznie, ale uw alnianą z p ły tek  w czasie 
agregacji (80, 81). Nasuwa to przypuszczenie, że uwolnienie ADP z p ły tek  
niekoniecznie musi upośledzać m etabolizm  w ew nątrzkom órkow y tej 
substancji i doprowadzić do obum arcia komórki.

Wiadomo, że praw idłow a funkcja  p ły tek  w arunkuje  spraw ną retrakc ję  
skrzepu, jednakże m echanizm  re trakc ji na poziomie m olekularnym  nie 
jest w yjaśniony. Jak  już wspomniano, podstaw ową rolę w tym  procesie 
pełni trom bastenina. O statnie dane (145) w skazują, że odszczepienie 
fibrynopeptydu B od fibrynogenu w arunkuje  proces retrakcji.

Pozostaje do omówienia w zajem ny stosunek funkcji k rw inki płytkow ej 
i ściany naczyń krwionośnych. Podstaw ow ym  elem entem  uszkodzonej 
ściany naczynia, do którego przylegają p ły tk i jest kolagen (205). N ie­
którzy autorzy uważają, iż przylegają one również do kom órek śród- 
błonka (95) i błony podstaw owej naczyń (212). P ły tk i u trzym ują  p ra­
widłową funkcję śródbłonków i jak  w ynika z badań J o h n s o n  i wsp. 
(94) p łytki lub fragm enty  płytek  mogą się wcielać do kom órek śród­
błonków.

Ściany naczyń krwionośnych zaw ierają w askulokinazę, enzym, k tó ry  
zamienia powoli fibrynogen na fibrynę, powodując przy tym  odszczepie­
nie peptydów różnych od fibrynopeptydów  trom binow ych (146, 147), 
jednak rola tego enzymu w agregacji p ły tek  i tw orzenia czopu hemo- 
statycznego jest nieznana.

Szereg substancji farm akologicznie czynnych, pow odujących skurcz 
naczyń krw ionośnych (na przykład serotonina, adrenalina) przyśpiesza 
agregację płytek, natom iast różne substancje rozszerzające naczynia, na 
przykład adenozyna (22), papaw eryna, nitrogliceryna (66), prostoglandyna 
(48) ham ują agregację. W nadciśnieniu tętniczym  dochodzi do istotnego 
w zrostu adhezywności p ły tek  (181). Pozw ala to dom yślać się pew nych 
analogii na poziomie m olekularnym  pom iędzy agregacją p ły tek  a sku r­
czem mięśni gładkich.

IV. Rola leukocytów i erytrocytów

Znaczenie leukocytów w  hemostazie wiąże się przede w szystkim  
z obecnością enzymów fibrynolitycznych w  tych kom órkach. Jak  w ynika 
z badań P r o k o p o w i c z a  (182) leukocyty mogą być źródłem  plazm i-
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nogenu osoczowego. Rola tych kom órek może się jednak nie ograniczać 
tylko do usuw ania złogów włóknika. Opisano występow anie w granulo- 
cytach antytrom biny (188) oraz substancji o własnościach trom boplastycz- 
nych (116) i antyheparynow ych (115). Praw idłow a liczba leukocytów 
w ustroju w arunkuje  ponadto występowanie tak  zwanego fenom enu 
Schw artzm ana, którego istota polega na w ew nątrznaczyniow ym  krzep­
nięciu (85).

E rytrocyty  również w ykazują aktyw ność antyheparynow ą (179) i trom - 
boplastyczną (61, 190). Ponadto kom órki te są źródłem ADP — czynnika 
agregującego krw inki płytkow e (57, 74, 144). Na rolę erytrocytów  
w hemostazie w skazyw ałaby niew ielka hemoliza, tow arzysząca zawsze 
krzepnięciu krwi. Często obserw uje się też grom adzenie w łóknika 'wokół 
erytrocytów  w czopie hem ostatycznym  (177).

Na podstawie badań nad krzepnięciem  krw i i agregacją płytek, oraz 
w oparciu o obserwacje m ikroskopowe poszczególnych elem entów m or- 1 
fotycznych po uszkodzeniu naczyń, podano szereg schem atów tworzenia 
się czopu hemostatycznego.

Propozycję nowego schem atu hem ostazy przedstaw iono na rysunku
4. Po uszkodzeniu ściany naczynia dochodzi do odsłonięcia kolagenu, 
który agreguje płytki i przyczynia się do aktyw acji wew nątrzpochodnego 
m echanizm u krzepnięcia krwi. Jednocześnie wyzw ala się trom boplastyna 
tkankow a, aktyw ująca zewnątrzpochodny m echanizm  krzepnięcia. Tworzą

V. Hemostaza lokalna (powstawanie czopu hemostatycznego)

Uszkodzenie naczyń

Kolagen

\
Aktywacja 
czynnika XII

I

Tromboplastyna
tkankowa

I
Aktywacja 
wewnątrzpochodnego 
uktadu krzepnięcia

Aktywacja 
zewnątrzpochodnego 
uktadu krzepnięcia

Aktywacja
czynnika
ptytkowego Płytki ------ Powstanie trombiny

Agregacja
p ły tek

R ys. 4 S chem at h em ostazy . M echan izm y podstaw ow e.
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się ślady trom biny powodujące agregację p ły tek  i aktyw ujące au tokatali- 
tycznie mechanizm wew nątrzpochodny. Z płytek  w yzw ala się ADP nasi­
lający proces agregacji. Czynnik płytkow y 3 staje się bardziej reak tyw ny 
na powierzchni pły tek  w czasie ich agregacji i przyśpiesza tw orzenie się 
trom biny. Pow stanie w iększych stężeń trom biny doprowadza do k o n tr­
akcji agregatów  płytkow ych i do pow staw ania n itek  w łóknika. Dochodzi 
do zatrzym ania krwawienia.

Oczywiście przedstaw iony schem at nie uwzględnia szeregu istotnych 
dla hem ostazy reakcji, na przykład działania inhibitorów  krzepnięcia 
i enzymów fibrynolitycznych, roli ADP, które może uw alniać się z uszko­
dzonych tkanek i z erytrocytów , roli erytrocytów  i granulocytów .

A lternatyw ny m echanizm  hem ostazy przedstaw iony jest na rysunku
5. Pod wpływem  różnych czynników (kolagenu, trom biny, ADP, seroto- 
niny, katecholam in) dochodzi do agregacji płytek, w czasie k tórej wyzw ala

Rys. 5. R ola czynn ika  p ły tkow ego  4 w  hem ostaz ie . A la rm o w y  m ech an izm  hem ostazy .

się czynnik płytkow y 4. Może on z kolei przyśpieszać agregację p ły tek  
i powodować ich przyleganie do n itek  włóknika. Ponadto  czynnik p ły t­
kowy 4 powoduje powstanie w łóknika z rozpuszczalnych monomerów 
fibryny, skompleksowanych z produktam i rozpadu fibrynogenu (parako- 
agulacja). Jeżeli, jak  w skazuje wiele danych (1.12, 151), rozpuszczalne 
m onom ery fibryny znajdu ją  się we krw i krążącej, to wyzwolenie czyn­
nika płytkowego 4 może stanowić istotę „alarm owego m echanizm u hem o­
stazy”, k tóry  doprowadza do szybkiego odkładania się w łóknika w m iejscu 
uszkodzenia naczyń krwionośnych, z ominięciem bardziej powolnej kas­
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kady. Przyjęcie tego alarmowego m echanizm u tłum aczy obserwacje (127) 
wskazujące na pojaw ienie się w łóknika już w 15 sekund po uszkodzeniu 
naczyń krwionośnych.

VI. Hemostaza ciągła

Poznanie mechanizm ów utrzym ujących krew  płynną w naczyniach 
krwionośnych i zapobiegających jej w ynaczynieniu stanow i jeden z n a j­
bardziej fascynujących problem ów w badaniach nad hemostazą. Mimo 
licznych badań i spekulacji problem  ten  pozostaje dotychczas nie w yjaś­
niony.

W latach pięćdziesiątych C o p l e y  (36), J e n s e n  (91) i A s t r u p  
(5) wysunęli teorię, według k tórej w ustro ju  bezustannie zachodzi utajony 
proces krzepnięcia doprow adzający do pow stania na w ew nętrznej po­
wierzchni naczyń krw ionośnych cieniutkich błon fibrynow ych, a te są 
z kolei rozpuszczane przez ustaw icznie aktyw ow aną plazm inę. Zachwia­
nie równowagi m iędzy u tajonym  krzepnięciem  i fibrynolizą doprowadza 
do krw aw ień lub do zakrzepów. Jednak  niem al wszystkim  danym  do­
świadczalnym  przem aw iającym  za tą  teorią, można przeciwstawić inne, 
które jej przeczą. Na przykład istnienie szybkiej przem iany fibrynogenu 
i innych czynników krzepnięcia w ustro ju  podawano jako argum ent 
przem aw iający za u tajonym  krzepnięciem , ale jako kontrargum ent można 
tu  przytoczyć, że podanie zdrow ym  osobnikom inhibitorów  krzepnięcia 
(dw ukum arolu i heparyny) nie m a istotnego w pływ u na przem ianę fib ry­
nogenu w ustro ju . W nikliw ym  dyskusjom  tej teorii poświęcone są a rty ­
kuły  H j o r t a  i H a s s e l b a c h a  (78) oraz H j o r  t a (78).

Inną teorię hem ostazy w ysunął S p a e t  (206). Jego zdaniem  ak ty ­
wacja krzepnięcia może przebiegać jedynie lokalnie, w m iejscu uszko­
dzenia naczyń krwionośnych, doprow adzając do pow stania ograniczonego 
czopu hemostatycznego. N adm iernem u rozszerzaniu się krzepnięcia za­
pobiegają inhibitory. Ponadto aktyw ne czynniki krzepnięcia oraz oligo­
m ery fibryny są natychm iast usuw ane z krwiobiegu przez kom órki 
w ątroby i układ siteczkowo-śródbłonkowy. Z teorii Spaeta nie w ynika 
jednak, że m ikrourazy nie mogą doprowadzać do wzmożonej aktyw acji 
krzepnięcia oraz, że proces lokalnej hem ostazy nie w pływ a na krew  
krążącą. Jakkolw iek Spaet p rzy jm uje, iż uogólnione w ew nątrznaczynio­
we krzepnięcie ma m iejsce jedynie w patologii, to można m u przeciw­
staw ić kontrargum ent, iż trudno  jest czasem znaleźć rozgraniczenie m ię­
dzy stanem  zdrowia i choroby. W arto wspomnieć, że w ew nątrznaczyniow a 
aktyw acja krzepnięcia i fibrynolizy pojaw ia się w  różnych stanach 
em ocjonalnych i po w ysiłku fizycznym  (87). W yzw alająca się w tych 
stanach adrenalina powoduje agregację p ły tek  (142), wzrost niektórych 
czynników krzepnięcia, na przykład czynnika VIII (46) i aktyw ację 
fibrynolizy (13).
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Nowy aspekt w badaniach nad hem ostazą ciągłą stw arza w ykrycie 
rozpuszczalnych kompleksów monomerów fibryny (produktów rozpadu 
fibrynogenu) dokonane w Zakładzie Prof. Kowalskiego przed kilku laty  
(113, 114). W ydaje się, że dalsze badania nad w ystępow aniem  tych 
kompleksów w w arunkach zdrowia i choroby mogą przyczynić się do 
w yśw ietlenia wielu problem ów hem ostazy ciągłej.
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BO G U SŁAW  LIP1ÑSKI

Rozpuszczalne kompleksy monomerów fibryny 

Soluble Fibrin Monomer Complexes

M echan ism s of fo rm atio n  of d if fe re n t ty p es of so lu b le  fib r in  m o n o m er com plexes 
a re  d iscussed . Som e phy sico -ch em ica l a s  w ell as b io log ica l p ro p e r tie s  a re  d escribed  
w ith  sp ec ia l em phasis on th e ir  ro le  in hem o stasis  an d  p la te le t func tions.

M onomery fibryny są struk tu ra lnym i jednostkam i skrzepu fibryno- 
wego form owanego z fibrynogenu pod w pływ em  trom biny pow stającej 
podczas krzepnięcia krwi.

Fizykochem iczne własności fibrynogenu omówiono szczegółowo w a r­
tykule opublikow anym  poprzednio (11). W ostatnich latach osiągnięto 
znaczny postęp w poznaniu s tru k tu ry  pod jednostek fibrynogenu (1, 2, 7) 
i produktów  jego degradacji pow stałych pod działaniem  plazm iny (4 , 19).

1. Przemiana fibrynogenu w fibrynę

W celu w yjaśnienia m echanizm u pow staw ania rozpuszczalnych kom ­
pleksów monomerów fib ryny  (RKMF) należy prześledzić poszczególne 
etapy pow staw ania skrzepu fibrynowego.

Badania nad przem ianą fibrynogenu w fibrynę ujaw niły, iż trom bina 
odszczepia od cząsteczki fibrynogenu co najm niej dwa typy  fibrynopepty- 
dów (2 mole fibrynopeptydu A i B na mol fibrynogenu). K inetyka od- 
szczepiania tych peptydów jest różna: najp ierw  uw alnia się fibryno- 
peptyd A, a potem, znacznie w o ln ie j— B. Do w ytw orzenia skrzepu 
w ystarczy odszczepienie fibrynopeptydu A, co ma m iejsce na przykład 
w przypadku działania reptilazy, enzym u otrzym anego z jadu węża 
Bothrops jararaca (3, 6). N atom iast enzym atyczne uwolnienie fibryno­
peptydu B odgrywa istotną rolę w retrakc ji skrzepu (5). Schem atycznie

* D r, K a te d ra  i Z ak ład  C hem ii F iz jo log icznej A k ad em ii M edycznej w B ia ły m ­
stoku

W ykaz  sto sow anych  sk ró tów : R K M F — rozpuszcza lny  k om pleks m onom erów  f i ­
b ry n y , F D P  — p ro d u k ty  d eg rad ac ji fib ry n o g en u , F S F  — s ta b iliz a to r fib ry n y

3* http://rcin.org.pl
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proces przem iany fibrynogenu w fibrynę pod wpływem  trom biny przed­
staw ia rysunek 1.

W pierwszym  etapie działania trom biny pow stają m onom ery fib ryny  
typu „A”, które pozbawione są tylko fibrynopeptydu A. M onomery 
takie spontanicznie polim eryzują liniowo tworząc skrzep fibrynow y typu 
„A”. Dalsze działanie trom biny powoduje odszczepienie fibrynopeptydu 
B już po w ytw orzenu skrzepu, przem ieniając go na typ „AB”. W takim  
skrzepie poszczególne m onomery połączone są m iędzy sobą i liniowo, 
i bocznie.

FIBRYNOGEN

\ TROMBINA 

MONOMER RBRYNY „A*
===== FIBRYNOPEPTYD A

Cl D
SPONTANICZNA
POLIMERYZACJA
LINIOWA

SIEĆ FIBRYNY TVPU „A* 
J TROMBINA

FIBRYNOPEPTYD B

SIEC FIBRYNY TYPU „AB”

Rys. 1. S ch em at p rzem ian y  f ib ry n o g en u  w  f ib ry n ę  pod w p ły w em  tro m b in y

2. Rozpuszczalne pośrednie polimery fibryny i kompleksy fibrynogenu 
z monomerem A

Dokonane w mikroskopie elektronow ym  obserwacje procesów zacho­
dzących w czasie w ykrzepiania oczyszczonego fibrynogenu trom biną 
w ykazały, że wytw orzenie przestrzennej sieci fib ryny  poprzedzane jest 
pojaw ieniem  się rozpuszczalnych pośrednich polim erów m onom eru fib ry ­
ny  (10). S h a i n o f f  i P a g e  (22) wykazali, że w pierw szym  etapie 
pow staw ania sieci fib ryny  tw orzą się rozpuszczalne kom pleksy fibryno-
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genu z m onomerem  fib ryny  typu A. Kompleks taki pod w pływ em  dalszego 
działania trom biny przekształca się całkowicie na m onom ery polim ery­
zujące w końcu do skrzepu fibrynowego. W yodrębniony kompleks ma 
stałą sedym entacji 24 S20 w porów naniu z 8 S20 dla oczyszczonego fib ry ­
nogenu (21). W pH  5,3 taki kompleks ulega dysocjacji na fibrynogen 
i część m onomerową, które spontanicznie polim eryzują tworząc, w w a­
runkach zbliżonych do fizjologicznych,, nierozpuszczalny w łóknisty osad.

Chociaż autorzy sugerują, iż w takim  kompleksie 1 cząsteczka fib ry ­
nogenu połączona jest z jednym  m onomerem  A, bardziej prawdopodobne 
w ydaje się połączenie trójskładnikow e. W takim  kompleksie na trzy  mole 
fibrynogenu przypadałyby 4 odszczepione fibrynopeptydy A.

3. Rozpuszczalne kompleksy monomerów fibryny z produktami degradacji 
fibrynogenu (FDP)

Inną klasę rozpuszczalnych kom pleksów stanow ią połączenia między 
m onomeram i fib ryny  a FDP. Kom pleksy takie pow stają w układzie, 
w którym  trom bina odszczepia m onomery z fibrynogenu w obecności 
wczesnych lub późnych produktów  degradacji fibrynogenu plazm iną. W y­
dajność kom pleksowania zależy od stężenia FD P i jest najw iększa, gdy 
FD P dodać do pełnej świeżo pobranej krw i przed jej spontanicznym  
skrzepnięciem.

Podobne rozpuszczalne kom pleksy tw orzą się w układzie FDP, osocze, 
trom bina, lub FDP, fibrynogen i trom bina (15). W tym  ostatnim  przy­
padku wydajność kom pleksowania zależna jest od szybkości powstawania 
monomerów fib ryny  z fibrynogenu pod w pływ em  trom biny. Zasadniczą 
cechą tego typu kom pleksów jest ich niew ykrzepialność po dodaniu 
trom biny.

Rozpuszczalne kom pleksy można również otrzym ać m ieszając FDP 
z preparatem  m onom eru fibryny w moczniku. W ydajność kom pleksowa­
nia jest bardzo niska, jeśli użyty m onom er fibryny pozbawiony jest obu 
fibrynopeptydów  A i B w skutek wyczerpującego działania trom biny na 
fibrynogen. N atom iast z m onom erem  typu „A” , otrzym anym  przez dzia­
łanie reptilazą, kom pleksowanie zachodzi niezw ykle w ydajnie (9). Efek­
tyw ne kom pleksowanie m onomeru typu  A tłum aczy się tym , iż FDP 
blokują centra polim eryzacji odsłonięte przez odszczepiony fibrynopep- 
tyd A (rysunek 2), a obecny na cząsteczce m onomeru fibrynopeptyd B 
uhiemożliwia polim eryzację boczną. W przypadku m onom eru fibryny 
typu AB rozpuszczalny kom pleks pow staje tylko w tedy, gdy wszystkie 
centra polim eryzacji będą zablokowane przez nadm iar FDP. P rzy  nie­
dostatecznym  stężeniu FDP w stosunku do monomerów AB pow staje 
„niepełny” kompleks, k tóry  poprzez polim eryzację boczną w ytw arza ,,de- 
fek tyw ną” sieć fibryny.
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Ostatnio wykazano (8), że przy w ykrzepianiu fibrynogenu w  obecności 
FDP bak tery jnym  trom binopodobnym  enzymem, zw anym  koagulazą 
gronkowcową, wydajność kom pleksowania jest znacznie m niejsza niż 
przy analogicznym w ykrzepianiu trom biną. Praw dopodobnie koagulaza 
gronkowcową przekształca fibrynogen w m onomer fib ryny  typu  AB i po­
w stają niepełne kom pleksy typu  AB zdolne do w ytw orzenia opisanej 
wyżej defektyw nej sieci fibryny.

ROZPUSZCZALNY 
KOMPLEKS TYPU .A ’

FDP
ROZPUSZCZALNY 
KOMPLEKS TYPU .AB’

__  NIEPEŁNY
— □  KOMPLEKS TYPU „AB”

FDP
POLIMERYZACJA 

|  BOCZNA

„DEFEKTYWNA’
— Q  SIEĆ FIBRYNY

Rys. 2. R óżne fo rm y  rozpuszczalnych  k o m pleksów  w  zależności od ty p u  m onom eru
fib ry n y

4. Rozpuszczalne kompleksy monomeru fibryny powstające w czasie lizy skrzepu 
fibrynowego

Jeszcze inny rodzaj rozpuszczalnych kompleksów pow staje w czasie 
proteolitycznego rozpadu fibryny pod wpływem  plazm iny (12). Pow stają 
one tylko w przypadku upłynniania świeżego skrzepu złożonego głównie 
z monomerów typu A. Rozpuszczalne kom pleksy sk ładają się z m onom eru 
fibryny oraz związanych z nim  fragm entów  sąsiednich monomerów (ry­
sunek 3). W czasie dalszej proteolizy plazm iną następuje  degradacja 
kompleksów z w ytw orzeniem  fragm entów  m onom erów fibryny.

Jeżeli poddać działaniu plazm iny skrzep fibrynow y, którego sieć zbu­
dowana jest z monomerów typu AB, to jego liza będzie przebiegać od razu 
z wytw orzeniem  drobnocząsteczkowych fragm entów  fibryny. Boczna 
asocjacja monomerów AB w sieci fibrynow ej uniem ożliw ia bowiem 
uw alnianie rozpuszczalnych kompleksów (rysunek 3). Również zacho­
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dząca pod wpływ em  plazm iny liza skrzepów otrzym anych w w yniku 
działania koagulazy gronkowcowej, przebiega bez uw alniania RKMF. 
Jest to prawdopodobnie także w ynikiem  bocznej asocjacji koagulazowych 
monomerów w sieci skrzepu.

SIEĆ FIBRYNY TYPU „A* 
|  PLAZMINA

ROZPUSZCZALNY KOMPLEKS 
MONOMERU FIBRYNY TYPU „A" 

j  PLAZMINA

i - S g i - i
PRODUKTY DEGRADACJI MONOMERU 
FIBRYNY

Rys. 3. H ipo te tyczny  m echan izm  p o w staw an ia  rozpuszczalnych  kom pleksów  m ono­
m erów  fib ry n y  w  czasie lizy sk rzep u  fib ry n o w eg o  pod w p ływ em  p lazm iny .

5. Rola stabilizatora fibryny (FSF) w powstawaniu rozpuszczalnych monomerów 
fibryny

Czynnikiem, k tóry  powoduje zasadniczą zmianę własności RKMF jest 
stabilizacja fibryny. F ibryną utw orzona pod wpływ em  trom biny z oczysz­
czonego fibrynogenu składa się z monomerów związanych między sobą 
wiązaniam i wodorowymi i być może hydrofobow ym i. W iązania takie 
ulegają rozerw aniu w środowisku kw aśnym  lub w roztw orach stężonego 
mocznika, co powoduje rozpuszczenie skrzepu. O trzym any w ten  sposób 
roztw ór monomerów fib ryny  może być ponownie przeprowadzony 
w skrzep po usunięciu mocznika.

Jeśli skrzep fibryny w ytw arza się w obecności aktyw nego czynnika 
stabilizującego fibrynę, to pow stały polim er nie rozpuszcza się ani 
w  środow isku kwaśnym , ani w roztw orach stężonego mocznika. Jest to 
spowodowane tym , iż poszczególne m onom ery fib ryny  w takim  skrzepie 
związane są między sobą w iązaniam i kow alencyjnym i, tworząc prze­
strzenną sieć stabilizowanej fibryny. Należy podkreślić, iż w łaśnie taki 
stabilizow any skrzep tw orzy się w w arunkach  fizjologicznego krzepnięcia 
krwi. Ostatnio wykazano, że FSF jest transam idazą katalizującą pow sta­
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nie wiązania pom iędzy e-aminową grupą reszty  lizynowej jednego mo­
nom eru fibryny a 7-karboksylem  reszty  kwasu glutam inowego sąsied­
niego monomeru (18).

Proteoliza stabilizowanego skrzepu plazm iną prowadzi również do 
powstania rozpuszczalnych kompleksów monomerów fib ryny  (12). K om ­
pleksy takie w w yniku dalszego traw ienia plazm iną dają  produkty  de­
gradacji fibryny, które jednakże różnią się od produktów  otrzym anych 
z nie stabilizowanych kompleksów. Sieć stabilizow anej fib ryny  oraz jej 
lizę przez plazm inę przedstaw iono schem atycznie na rysunku  4.

3 —(5z 
f r
C-H

b
(CHife (CHa)j 

I
H

SIEt  FIBRYNY STABILIZOWANEJ 

PLAZMINA

ROZPUSZCZALNY STABILIZOWANY 
KOMPLEKS MONOMERU FIBRYNY

Rys. 4. S ch em aty czn e  p rzed s taw ien ie  sposobu  łączen ia  się poszczególnych  m onom erów  
fib ry n y  w  sieci stab ilizow anego  sk rzep u  o ra z  u w a ln ia n ie  rozpuszczalnego  ko m p lek su

pod w p ływ em  p lazm in y

Kompleks wyizolowany z lizatu fibryny nie stabilizow anej ulega dy- 
socjacji w moczniku w środowisku kw aśnym  i w czasie elektroforezy na 
żelu skrobiowym  dzieli się na trzy  frakcje. N atom iast rozpuszczalny 
kompleks otrzym any z lizatu stabilizow anej fib ryny stanow i w tych 
w arunkach niedysocjującą całość.

6. Ogólne własności rozpuszczalnych kompleksów monomerów fibryny

C harakterystyczną cechą wszystkich typów  rozpuszczalnych kom plek­
sów, zaw ierających jako podstaw owy składnik m onomer fibryny, jest 
ich zdolność do nieodw racalnego w ytw arzania w łóknistych osadów pod 
wpływem  szeregu czynników parakoagulujących. Należą do nich siarczan 
protam iny, f3-naftol oraz ostatnio opisany czynnik płytkow y 4 (20). Po­
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nadto parakoagulację można wywołać przez zakwaszenie do pH  5,8, 
oziębienie do +4°C, lub przez rozcieńczenie wodą destylowaną. Zjawisko 
parakoagulacji polega na zdysocjowaniu rozpuszczalnego kom pleksu na 
monom ery i FDP, co prowadzi do spontanicznej nieodw racalnej poli­
m eryzacji m onomerów fibryny. Taki para-skrzep zawiera pew ną część 
skopolim eryzowanych FD P i ma s truk tu rę  inną niż czysta fibryną (13).

RKMF można podzielić na dwie zasadnicze grupy: w ykrzepialną i nie 
w ykrzepialną pod wpływ em  trom biny. Z kom pleksów monomerów z fibry- 
nogenem  trom bina odszczepia dalsze fibrynopeptydy doprowadzając do 
w ytw orzenia jednolitego skrzepu fibrynowego. W ykrzepialne trom biną 
kom pleksy są zatem  przejściowym  produktem  przem iany fibrynogenu 
w fibrynę. W przeciw ieństw ie do nich, kom pleksy m onomerów fibryny 
z FD P oraz kom pleksy uw alniane w czasie proteolizy skrzepu nie mogą 
tworzyć przestrzennej sieci fib ryny  z rac ji ich specyficznej budowy.

Z reakcją parakoagulacji wiąże się zjawisko zlepiania gronkowców 
oraz agregacji p łytek przez RKMF. Zlepianie gronkowców obserwowane 
w osoczu, surowicy oraz roztw orach oczyszczonego fibrynogenu, zależne 
jest od obecności specyficznego czynnika, k tórym  okazały się rozpuszczal­
ne kom pleksy monomerów fib ryny  powstałe w  w yniku lizy skrzepu (14). 
Drugim  niezbędnym  czynnikiem  do w yw ołania reakcji zlepiania gron­
kowców jest obecność w ich ścianie kom órkowej substancji o własnościach 
parakoagulujących. Podobnie tłum aczy się agregację płytek  krw i przez 
rozpuszczalne kompleksy monomerów fibryny tak  z fibrynogenem , jak 
i z FDP (9). W przypadku p ły tek  krw i czynnikiem  parakoagulującym  
jest czynnik płytkow y 4 odznaczający się niezw ykłą specyficznością. 
Parakoagulująca aktyw ność tego czynnika przewyższa 100-krotnie ak tyw ­
ność siarczanu protam iny (20).

W związku z badaniem  własności zlepiania przez kom pleksy stw ier­
dzono, iż pewne form y kompleksów w ykazują charakterystyczną term o- 
stabilność w 56°C. Fibrynogen ogrzew any przez 3 min. w tej tem pera­
turze ulega całkowicie nieodw racalnej precypitacji. Kom pleksy stabilne 
w 56°C ulegają jednakże denatu racji przy ogrzew aniu w 60°C przez
3 min.

7. Znaczenie rozpuszczalnych kompleksów monomerów fibryny w hemostazie

Stosując opracowany ostatnio test z siarczanem  protam iny wykazano, 
że w osoczu ludzi zdrowych znajduje  się stosunkowo stała ilość rozpusz­
czalnych kompleksów monomerów fibryny, k tóra wynosi około 10%  k rą ­
żącego fibrynogenu (16). Poziom RKMF dram atycznie zwiększa się w pe­
wnych stanach patologicznych, na przykład przy zawale serca, w którym  
stw ierdza się nadkrzepliwość innym i metodami. W doświadczeniach na 
królikach stwierdzono, iż wzrost RKMF w osoczu można wywoływać nie
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tylko dożylnym  w strzyknięciem  trom biny, ale również podaw aniem  kw a­
su e-aminokapronowego, znanego związku antyfibrynolitycznego (17). 
Z drugiej strony  aktyw acja fibrynolizy in vivo  prowadzi do spadku 
poziomu tych kompleksów.

W yniki tych badań w skazują na istnienie ciągłego, w ew nątrznaczy­
niowego w ykrzepiania prowadzącego do pow stania RKMF. Grom adzenie 
się nadm iaru  kompleksów fib ryny  równoważne jest, w m yśl naszych 
obserwacji, skutecznie działającym  układem  fibrynolitycznym , rozkła­
dającym  RKMF na produkty  o odm iennych własnościach. Potw ierdze­
niem  istnienia pewnej równowagi m iędzy w ew nątrznaczyniow ym  w y- 
krzepianiem  a fibrynolizą jest obecność w osoczu zdrow ych ludzi i zw ie­
rząt czynnika powodującego zlepianie gronkowców (14). N agrom adzenie 
RKMF w krążącej krw i u królików po podaniu endotoksyny bak tery jnej 
jest również wynikiem  zaham owania fibrynolizy, co jest charak terystycz­
ne dla pierwszej fazy uogólnionego fenom enu S c h w a r t z m a n a  (17).

Rozpuszczalne kom pleksy m onomerów fibryny mogą odgrywać istotną 
rolę w m echanizm ach hem ostazy ciągłej i lokalnej. W przypadku lokal­
nego uszkodzenia ściany naczyniowej zachodzi agregacja p ły tek  przez 
odsłonięty kolagen i w ydzielenie czynnika płytkow ego 4. Czynnik ten 
wyw ołując natychm iastow ą parakoagulację monomerów fib ryny  zna jdu ­
jących się w otoczeniu p ły tek  prow adziłby do w ytw orzenia pierwotnego 
czopu hem ostatycznego bez konieczności aktyw acji całego układu krzep­
nięcia. Czynnik płytkow y 4 może również, na zasadzie reakcji parakoagu- 
lacji, ułatw iać przyleganie płytek  krw i do włókien fib ryny  w ytw orzonych 
już w procesie enzymatycznego działania trom biny na fibrynogen.

Reasum ując należy podkreślić niezw ykłą różnorodność form  rozpusz­
czalnych kompleksów monomerów fibryny, jakie pow stają z jednego 
prekursora fibrynogenu, pod wływem  działania trom biny  i plazm iny. 
Jeżeli uwzględnić działanie FSF to różnorodność ta  jeszcze się zwiększa. 
Jest prawdopodobne, że n iektóre z takich niew ykrzepialnych trom biną 
kompleksów, które należą do białek o ciężarze w iększym  niż 340 000, mogą 
reprezentow ać pewne m akroglobulinowe frakcje surow icy (12).
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Komunikat

Kom itet organizacyjny wyłoniony w czasie Europejskiego Zjazdu 
Przeciwrakowego w W iedniu w lipcu 1967 roku na posiedzeniu w dniu 
9 stycznia 1968 roku w A m sterdam ie powołał do życia Europejskie 
Towarzystwo Badań nad Rakiem (European Assotiation jor Cancer 
Research).

Towarzystwo zamierza organizować zjazdy naukowe co dwa lata. 
P ierw szy zjazd odbędzie się we w rześniu 1969 roku w Szwajcarii.

Członkami Tow arzystw a mogą być osoby posiadające stopień akade­
micki lub równoznaczny i które były  zatrudnione aktyw nie w badaniach 
nad rakiem  przynajm niej przez trzy  lata  albo w innych pracach badaw ­
czych przez okres pięciu lat z czego dwa lata  w badaniach nad rakiem .

Form ularze zgłoszenia członkowstwa i dalsze inform acje można o trzy­
mać w sekretariacie tow arzystw a:

Dr. G. J. V. Swaen
Academisch Ziekenhuis
W ilhelm ina G asthuis
Pathologisch-Anatom isch Laboratorium
A m s t e r d a m  — O u t  W e s t
Eerste H elm ersstraat 104
Holandia

S k ład k a  cz łonkow ska, k tó rą  należy  w p łacać  sk a rb n ik o w i T o w arzy stw a  w ynosi 
około 20 g u ldenów  h o len d ersk ich  rocznie. C zynione są s ta ra n ia , by  cz łonkow ie  z P o l­
ski m ogli op łacać sk ład k ę  w  w a lu c ie  po lsk ie j.
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P ost. B iochem . 14, 383—392 (1968).

JA N  PROKOPOWICZ*

Aspekty biochemiczne niektórych funkcji leukocytów 

Biochemical Aspects of Some Granulocyte Functions

T he ro le  of th e  enzym es of g ran u lo cy te  in  th e  phagocy tosis, k in in  fo rm a tio n  and  
destru c tio n , v a scu la r p e rm eab ility , hem ostasis, th ro m b o ly sis  and  f ib r in  d igestion  has

been  p re sen ted .

Wśród krw inek białych w yróżniam y trzy  grupy komórek: granulocyty, 
lim focyty i monocyty. Badania cytofizjologiczne z zastosowaniem  m i­
kroskopu elektronowego i fazowo-konrastowego pozwoliły wyróżnić 
w leukocytach następujące cytoplazm atyczne s tru k tu ry  (102): 1) ziar­
nistości specyficzne (lizosomy), 2) m itochondria, 3) centrosom y, 4) sia­
teczkę endoplazm atyczną, 5) wodniczki, 6) jądra, 7) rybosom y, 8) aparat 
siateczkowy Golgiego. Leukocyt pełni wiele różnorodnych funkcji. 
Dobrze znana jest podstawowa rola leukocytów w m echanizm ach odpor­
nościowych ustro ju  i w fagocytozie. Ponadto leukocyty są m iejscem  
powstawania kinin, m ających różnorakie działanie biologiczne oraz sub­
stancji powodujących wzrost przepuszczalności naczyń. Leukocyty od­
gryw ają również ważną rolę w trom bolizie i hemostazie.

Leukocyty w ykazują wysoką aktyw ność m etaboliczną. Enzym y ak ty ­
w ujące am inokwasy i w arunkujące syntezę białka są w leukocytach 
w znacznie większym  stężeniu niż w ery trocytach  (48). Leukocyty około 
100— 1000-krotnie szybciej w budow ują 14C-octan do lipidów niż ery tro ­
cyty (12,50). W leukocytach, w  których znaleziono specyficzne elem enty 
układu cytochromowego, zachodzą intensyw ne procesy oddechowe (17). 
M ają one też enzym y w arunkujące przebieg glikolizy tlenow ej i beztle­
nowej (6, 7, 8, 99), oraz cyklu pentozowego. Ponadto w leukocytach 
stwierdzono aktyw ność „esteraz” i lipaz (10,41), arginazy (92), RN-azy 
i DN-azy (3, 21), kw aśnej i zasadowej fosfatazy (9), katalazy, peroksydazy 
(103, 104) i licznych dehydrogenaz, na przykład izocytrynianow ej (1), jab ł- 
czanowej (76).

Własności proteolityczne leukocytów opisało wielu badaczy (3, 27, 39, 
69). W e i s s  i C z a r n e t z k y  (105) przypuszczali, że leukocyty wielo-

* D r m ed., Z ak ład  C hem ii F iz jo log icznej A k ad em ii M edycznej w  B ia łym stoku .
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jądrzaste zaw ierają pepsynę, katepsynę i trypsynę, k tórej obecności za­
przeczają jednak inni autorzy (70). W roku 1960 M o u n t e r  i A t i y e h  
(65) wykazali, że leukocyty człowieka zaw ierają proteazy, działające 
w pH  3,0; 6,0 i 8,0. Badacze ci postulują, że proteaza zasadowa pochodzi 
z leukocytów w ielojądrzastych. Z moich badań w ynika, że zarówno pro­
teaza kwaśna, jak  i zasadowa jest przede w szystkim  zlokalizowana 
w ziarnistościach specyficznych granulocytów  (71). Pierw sza inform acja
o fibrynolitycznych własnościach leukocytów pochodzi z 1904 roku od 
R u l o t  (81), k tó ry  stw ierdził, że rozpuszczanie fib ryny  było znacznie 
przyśpieszone, jeżeli znajdow ały się w niej leukocyty. Wielu badaczy 
potwierdziło nie tylko własności fibrynolityczne (15, 16, 52) tych  ko­
mórek, ale również wykazało obecność w nich proenzym u o charakterze 
plazm inogenu (16, 71), proaktyw atora (88) i ak tyw atora  plazm inogenu 
(52, 71). B a r n h a r t  i R i d d l e  (5) zlokalizowały plazm inogen w ziar­
nistościach specyficznych leukocytów kw asochłonnych. W naszej p ra ­
cowni stw ierdziliśm y, że plazm inogen znajduje się we wszystkich posta­
ciach granulocytów  ludzkich, a jego aktyw ność zależy od stopnia doj­
rzałości kom órek (75). Jest on rozmieszczony rów nom iernie w poszcze­
gólnych podfrakcjach kom órkowych granulocytów  (71). Dalsze badania 
w ykazały, że leukocyt zaw iera plazm inogen w dw ukrotnie większym  
stężeniu w porów naniu z osoczem, jednakże aktyw ność tego enzym u jest 
zamaskowana dzięki obecności potężnego inhibitora aktyw acji. O pra­
cowano także metodę otrzym yw ania wysoko oczyszczonych preparatów  
plazm inogenu granulocytarnego (72). Porów nanie ich własności z p repa­
ratem  z osocza pozwala przypuszczać, że oba proenzym y mogą być iden­
tyczne (73). Ponieważ pewne dane doświadczalne w skazują, że plazm ino­
gen jest syntetyzow any w granulocytach (74), w ysunięto przypuszczenie, 
że mogą one być źródłem  plazm inogenu osoczowego.

W leukocytach stw ierdzono również obecność antyurokinazy (71, 93) 
antystreptokinazy i antyplazm iny (71).

1. Fagocytoza

Mimo w ieloletnich badań, zapoczątkow anych w 1882 roku przez 
M i e c z n i k o w a  (64), dokładny m echanizm  fagocytozy nie jest pozna- 
ny. W yróżnia się dwa m echanizm y fagocytozy (11): .zależy od opsonin 
znajdujących się w surow icy i niezależny od opsonin.

In terakcję pom iędzy kom órką fagocytującą i fagocytową cząsteczką 
dzielim y na dwie fazy: I — wchłonięcie cząsteczki, II — zniszczenie czą­
steczki. O bserwacje morfologiczne procesu fagocytozy i fagocytów po­
zw alają na w yodrębnienie dwu zjawisk:
1) wędrówki komórki fagocytującej w k ierunku cząsteczki m ającej ulec 

fagocytozie;
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2) adhezji tej cząsteczki do ściany fagocytu oraz wysunięcia w ypustek
protoplazm atycznych i wchłonięcia cząsteczki do w nętrza fagocytu.
Na procesy te w pływ ają następujące czynniki fizyczne — napięcie 

powierzchniowe, siły elektrostatyczne; chemiczne — hem otaksja; im m u­
nologiczne — opsonizacja. Dokładny m echanizm  działania tych czynników 
nie jest poznany.

W fazie w chłaniania cząsteczki przez leukocyt zwiększa się oddychanie 
(85), w zrasta glikoliza o 20°/o (30), jak  również synteza lipidów (54). 
U zyskana energia jest niezbędna do w chłaniania bakterii i innych czą­
steczek. K a r n o v s k y  (53) obliczył, że do wchłonięcia cząsteczki
o objętości 1X 10-10 ¡lx1 leukocyt zużywa 1X109 cząsteczek ATP.

D ruga faza fagocytozy polega zasadniczo na straw ieniu  wchłonię­
te j cząsteczki. Podstaw ow ą rolę w tym  procesie spełniają ziarnistości 
specyficzne leukocytów (45). Liczni badacze (21, 23) wykazali, że te 
s tru k tu ry  cytoplazm atyczne odpowiadają lizosomom komórkowym. Z naj­
du ją  się w nich liczne enzym y (21, 22, 23, 26, 46, 68) m iędzy innym i 
katepsyny, proteazy, fagocytyna, lizozym i rybonukleaza.

W ielu badaczy wykazało, że w czasie fagocytozy lizosomy zlew ają się 
z traw iącym  m ateriałem  w obrębie wodniczki traw iącej (66, 98), co 
prowadzi do degranulacji leukocytów (98). Zawartość enzym atyczna lizo- 
somów może być również w yrzucana do wakuoli traw iącej (20, 21). 
Proces ten  można obserwować od początku fagocytozy (20, 21). W edług 
d e  D u v e (22) traw ienie fagocytowanej cząsteczki może być zapocząt­
kowane przez proteazy zasadowe, a następnie w w yniku szeregu zmian 
m etabolicznych i zakwaszenia środow iska możliwe jest działanie kw a­
śnych proteaz i katepsyn.

Znany jest fak t, że w czasie fagocytozy w zrasta w ytw arzanie kwasu 
mlekowego (84, 87) co w arunkuje  bardzo znaczne obniżenie pH  do około 
3—5 w wodniczce traw iącej (80, 89). W tych  w arunkach  łatwo pękają 
ziarnistości specyficzne i uw alniają się enzymy, a m iędzy innym i DN-aza 
(84), która może powodować przynajm niej częściową depolim eryzację 
jądrowego DNA. Obok niszczącego działania enzymów proteolitycznych 
S b a r r  a (83) sugeruje, że H20 2 może mieć udział w niszczeniu sfagocy- 
tow anych bakterii. Może ona powstawać przez u tlenianie zred. NADP, 
którego ilość dość znacznie w zrasta w związku ze zwiększoną aktyw nością 
oddechową leukocytów w czasie fagocytozy.

Rola enzymów proteolitycznych w procesie fagocytozy nie jest do­
tychczas wyjaśniona. W badaniach naszych (74) wykazaliśm y, że 10- 
krotne zm niejszenie aktyw ności zasadowej proteazy nie w pływ a w sposób 
znam ienny na indeks fagocytozy. Można przypuszczać, że w w arunkach 
praw idłow ych istnieje znaczny nadm iar enzymów w stosunku do potrzeb 
kom órki w procesie fagocytozy. Stwierdzono (74), że spadek aktywności 
niektórych enzymów fibrynolitycznych, na przykad plazm inogenu, praw ie 
do wartości zerowych, nie w pływ a na indeks fagocytozy.
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N ieznana jest również rola m echanizm u krzepnięcia w procesach 
fagocytozy. L o c k w o o d  i A l l i s o n  (60) znaleźli na zew nątrz fago- 
cy tu jących  leukocytów nie zidentyfikow any m ateriał, k tóry  mógł być 
częściowo spolim eryzowaną form ą fibryny. B rak jest jednak  bezpośred­
niego dowodu w pływ u m echanizm u krzepnięcia na zlepianie się leuko­
cytów.

2. Tworzenie i niszczenie kinin

Dość ważną funkcję spełniają leukocyty w tw orzeniu i niszczeniu 
kinin. W ielu autorów  stw ierdziło, że leukocyty są zdolne do tw orzenia 
k inin  (19, 37, 63). Dalsze badania w ykazały, że proces ten  może być 
uzależniony od proteaz lub katepsyn znajdujących się w lizosomach 
leukocytów w obecności odpowiednich substratów  (108). Tworzenie kinin 
może zachodzić tylko przy zachowanej biosyntezie białka i RNA oraz przy 
praw idłow ym  cyklu glikolitycznym  (63). Fluorek sodu, purom ycyna
i aktynom ycyna ham ują częściowo w ytw arzanie kinin przez granulocyty  
(63). Proces ten jest praw ie całkowicie ham ow any przez kortizol, zaś 
znacznie słabiej przez dezoksykortykosteron i progesteron w porów ny­
w alnych stężeniach (19, 63). In teresu jący  w ydaje się fakt, że w osoczu 
pacjentów  otrzym ujących prednizon granulocyty  uw alniały  znacznie 
m niej kinin niż w osoczu osób zdrowych (19). W ysunięto hipotezę, że 
przeciw zapalny efekt adrenokortikosteroidów  może być uw arunkow any 
ham ow aniem  uw alniania kinin z osocza (19). Dalsze badania w ykazały, 
że enzym y współdziałające w syntezie kinin znajdu ją  się w osadzie lub 
supernatancie podfrakcji granulocytów  uzyskanych po w irow aniu przy 
8 200 g, przy czym optym alną aktyw ność tych  enzymów znaleziono 
przy pH  3,0—5,0 (38).

Leukocyty obok zdolności do syntezy kinin posiadają również m ożli­
wość ich niszczenia. K ininazy w leukocytach w ykrył po raz pierwszy 
S c h w a b  (86) w 1962 roku. Fakt ten  potwierdziło następnie wielu 
badaczy (37, 38, 63, 109). W edług E r d ó s  i wsp. (28, 29) kininazy 
należą do karboksypeptydaz. Aktywność tych enzymów, podobnie jak  
enzymów syntetyzujących kininy, znajduje  się w supernatancie g ran u ­
locytów uzyskanym  po w irow aniu przy 8 200 g (38). K ininaza z g ra­
nulocytów  w ykazuje optim um  działania przy pH  7,0—7,4 (63), zm iana 
pH  naw et do 6,0 tylko nieznacznie zm niejsza jej aktyw ność (109). 
Purom ycyna i kortizol nie w pływ ają na aktyw ność kininazy, zaś fluorek 
sodu tylko częściowo ją  haimuje (63). Pod wielom a względam i kininaza 
granulocytarna różni się od kininazy osoczowej. Stw ierdzono, że inh i­
b ito ry  kininazy osoczowej (EDETA i kwas e-am inokapronowy) nie m ają  
w pływ u na kininazę granulocytarną (109). Enzymowi tem u przypisuje się

http://rcin.org.pl



1.51 BIO CH EM IA LEUKO CYTÓW 3 8 7

dość ważną rolę w degradacji kinin w tkankach w stanie zapalnym , bo­
wiem  może on działać w środowisku o obniżonym pH  (109), podczas 
gdy kininaza osoczowa jest bardzo w rażliw a na obniżanie się pH  (24).

3. Przepuszczalność naczyń

Na przepuszczalność naczyń oprócz kinin działa również specyficzny 
czynnik zaw arty  w leukocytach. Podanie ziarnistości specyficznych leuko­
cytów do skóry zdrowych zw ierząt powoduje wzrost przepuszczalności 
naczyń (34, 35, 67, 96). Czynnik pow odujący tę reakcję jest białkiem  
zasadowym  lub polipeptydem  (110). G o l u b  i S p i t z n a g e l  (34) oraz 
H a y a s h i  i wsp. (43) scharakteryzow ali go nieco dokładniej. Czynnik 
ten  różni się od histam iny, serotoniny i innych znanych m ediatorów  
pow odujących wzrost przepuszczalności naczyń. Nie przechodzi on przez 
błony półprzepuszczalne i jest niew rażliw y na leki antyhistam inow e oraz 
nie powoduje skurczu izolowanych m ięśni gładkich. Czynnik ten  można 
otrzym ać in vitro  w w yniku inkubacji leukocytów z kom pleksam i an ty - 
gen-przeciwciało (67). Inhibitory  proteaz haimują częściowo tę  reakcję 
(14). Wielu badaczy sugeruje, że uszkodzenie naczyń i tkanek  jest p rzy­
najm niej częściowo związane z uwolnieniem  enzymów lizosomowych 
(proteaz) z leukocytów (96, 97, 98). Proteazy te mogą działać na białka
i uw alniać polipeptydy czynne biologicznie (68), a więc i om aw iany 
czynnik.

W strzyknięcie zwierzętom  kortizonu znacznie zwiększa w pływ  poda­
nia lizosomów leukocytarnych na przepuszczalność naczyń (47), co zwią­
zane jest prawdopodobnie ze stabilizującym  w pływ em  kortizonu na błony 
lizosomów.

4. Hemostaza

Leukocyty odgryw ają również pewną rolę w procesach hemostazy. Od 
wielu lat znany jest fakt, że leukocyty biorą udział w krzepnięciu krw i 
(13, 32). W ielu autorów  (25, 58) wykazało, że leukocyty m ają aktyw ność 
trom boplastyczną. Aktywność ta  w ykazuje szereg własności czynnika 
płytkowego 3 (58). Z obserw acji klinicznych w ynika, że w w arunkach 
szybkiego rozpadu leukocytów może dojść do wzmożonego w ew nątrzna­
czyniowego krzepnięcia (15).

Leukocyty w ykazują również aktyw ność antyheparynow ą. W yciągi 
z leukocytów w  w arunkach doświadczalnych zm niejszają antylipem iczny 
w pływ  heparyny we krw i (31) oraz zm niejszają in vitro  wrażliwość osocza 
na heparynę w  badaniu testem  to lerancji heparyny  (59). W zrost liczby 
leukocytów po podaniu heparyny (51) mógłby przem aw iać za rolą tych  
komórek w m echanizm ie w iązania i elim inacji heparyny  w ustroju.

4 P ostępy B iochem ii
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Od wielu la t znane są także własności antytrom binow e leukocytów 
(36, 61). Czynnik w arunkujący  tę  aktyw ność jest białkiem  pochodzącym 
z granulocytów , in terferu jącym  z fosfolipidami w reakcji tw orzenia 
trom boplastyny osoczowej (82), w której biorą udział czynniki V, X
i jony Ca2+.

Badania w mikroskopie elektronow ym  (33) w ykazały, że leukocyty 
wchodzą w skład czopu hemostatycznego.

Leukocyty mogą w arunkow ać w ystąpienie zaburzeń w  procesie hemo- 
stazy w różnych reakcjach patologicznych ustro ju , do k tórych  należy 
przede wszystkim  uogólniony fenom en Shw artzm ana pow stający w w yni­
ku dw ukrotnego w strzyknięcia dożylnego endotoksyny, w odstępie 24 
godzin. W ustro ju  pow stają wówczas w wielu narządach liczne zm iany 
krwotoczne i m artw icze, a przede wszystkim  obustronna m artw ica kory 
nerek. Obserw uje się przy tym  w enątrznaczyniow ą aglutynację leuko­
cytów, zakrzepy, pojaw ienie się fibrynogenu strącanego heparyną oraz 
obniżoną aktywność fibrynolityczną osocza. Zm iany te  określa się ogólnie 
jako koagulopatię ze zużycia (57, 62, 79). W ielu badaczy uważa, że obec­
ność leukocytów w arunkuje  powstawanie fenom enu Shw artzm ana (90, 
91); u zwierząt neutropenicznych nie udaje się wywołać tej reakcji (90, 91). 
Uwolnienie katepsyn i proteaz z lizosomów leukocytów do tkanek  lub ich 
aktyw acja m a decydujący udział w m echanizm ie miejscowej reakcji 
Shw artzm ana (42, 94, 95). Dowodem potw ierdzającym  rolę proteaz w  tej 
reakcji jest jej ham ow anie przez inhibitory  proteaz (14, 40).

5. Tromboliza

Leukocyty odgryw ają również poważną rolę w trom bolizie. W e 1 c h 
(106) w 1887 roku zwrócił uwagę na obecność leukocytów w zakrze­
pach. Znaczenie tych  kom órek w trom bolizie podkreśla w ielu badaczy 
(4, 44, 49). H e n r  i (44) w ykazał, że liczba leukocytów narasta  wraz 
z w iekiem  zakrzepu, ich obecność nie jest więc przypadkow a. N ajwiększą 
liczbę leukocytów stw ierdzono w 13 godzin od chwili pow stania zakrzepu; 
zaw ierał on w tedy około 11— 14-krotnie więcej leukocytów niż krew . Licz­
ba leukocytów nie zwiększa się w zakrzepach pow stających w zam knię­
tych  odcinkach naczyń (2, 107) lub w zakrzepach w ytw arzanych  m etodą 
C h a n d l e r a  (18). Z badań R i d d l e  i B a r n h a r d t  (78) w ynika, że 
obecność fibryny w zakrzepie może „przyciągać” leukocyty obojętno- 
chłonne.

Można rozważać trzy  m echanizm y, za pomocą k tórych  leukocyty roz­
puszczają zakrzepy (4):

1) W nikając do zakrzepu leukocyty mogą w sposób m echaniczny nisz­
czyć jego s truk tu rę , a przepływ ająca krew  może odryw ać części za­
krzepu.
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2) S truk tu rę  zakrzepu mogą osłabić neutrofile w chłaniając i traw iąc 
fibrynę.

3) Śmierć komórki, albo uwolnienie zawartości lizosomu, dostarcza 
licznych enzymów proteolitycznych (65, 71) i fibrynolitycznych (16, 71, 
88). Istn ieje również możliwość, że katepsyna obecna w leukocytach ak ty ­
w uje plazminogen do plazm iny (56) co jeszcze dodatkowo powiększałoby 
zawartość enzymów fibrynolitycznych.

Badania w m ikroskopie elektronow ym  pozwoliły prześledzić proces 
fagocytozy fibryny przez leukocyty (78). Traw ienie fibryny przez neu tro ­
file może przebiegać w dwojaki sposób:
1) wewnątrzkom órkowo — ziarnistości specyficzne tych kom órek dostar­

czają enzymów do wodniczki traw iącej, zaw ierającej fibrynę za czym 
przem aw iałaby obecność ziarnistości swoistych obok wodniczki i przy­
leganie ich bezpośrednio do błony fagosomu;

2) pozakomórkowo — stwierdzono, że leukocyty mogą uw alniać pozako- 
mórkowo ziarnistości (77, 78).
M echanizm w chłaniania i traw ienia fibryny przedstaw ia się następu­

jąco (78): neutrofil w ysuw a w ypustki protoplazm atyczne i pochłania fi­
brynę, k tóra ulega w ielu przekształceniom . W wodniczkach traw iących 
neutrofilu  znajduje się więc fib ryna we w szystkich etapach traw ienia. 
W pierwszym  etapie tw orzą się z fib ryny  masy ziarniste o um iarkow anej 
gęstości. W m iarę dalszego traw ienia s tru k tu ra  fibryny staje  sią bardzo 
luźna i w końcu zanika.

Na ważną rolę leukocytów w rozpuszczaniu zakrzepów w skazują ba­
dania przeprowadzone zarówno na zwierzętach, jak  i u ludzi. Stwierdzono, 
że podanie psom trom biny (4) w yw oływ ało 2— 5-krotny w zrost liczby 
leukocytów, a szczególnie form  o jądrze pałeczkow atym  (13-krotny 
wzrost). Komórki te były „naładow ane” fibryną. U pacjentów  z zawałem  
serca i zakrzepam i naczyń mózgowych leukocyty w ykazyw ały szczególnie 
dużą aktyw ność w fagocytowaniu fibryny, fibrynogenu lub produktów  ich 
rozpadu (4).

Traw ienie fibryny nie jest w yłączną dom eną leukocytów. Dużą rolę 
w tym  procesie odgryw ają kom órki układu siateczkowośródbłonkowego 
w ątroby i śledziony (55). Inni badacze (100, 101) zw racają uwagę, że te 
własności m ają również kom órki śródbłonka i włośniczek kłębków  ner­
kowych.
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A N N A  M AZAN O W SK A*, OLGIERD ROSIEK*, ZOFIA K U R A TO W SK A *

Regulacja biosyntezy hemoglobiny 

Control of Haemoglobin Biosynthesis

R ecen t concep ts on  re g u la to ry  m echn ism s con tro lling1 th e  b io syn thesis  of 
g'lobin and  haem  as w e ll as co o rd in a tio n  of b o th  p rocesses a re  rev iew ed .

Problem y regulacji biosyntezy białek znajdu ją  się w centrum  zain­
teresow ania współczesnej biochemii. Hemoglobina należy do tych białek, 
k tórych regulacja biosyntezy jest szczególnie intensyw nie badana. Składa 
się na to szereg przyczyn: s tru k tu ra  hem oglobiny jest dobrze znana, 
hemoglobinę łatwo otrzym ać w stanie stosunkowo czystym  w dużej 
ilości, stanow i ona około 95°/o białka syntetyzow anego w retikulocytach 
in vitro, można również badać jej syntezę w układach bezkomórkowych. 
Dodatkowym elem entem  w pływ ającym  na zainteresow anie syntezą he­
moglobiny jest fakt, że jest to białko złożone, co stw arza możliwość 
badania wzajem nej zależności pomiędzy biosyntezą grupy prostetycznej 
(hem) i białkowej (globina).

Część białkowa hemoglobiny składa się z dwóch par dwóch różnych 
łańcuchów globinowych. K ażdy z łańcuchów związany jest z cząsteczką 
hemu. Istnieje kilka rodzajów hemoglobin praw idłow ych i wiele patolo­
gicznych. Hem jest identyczny we wszystkich hemoglobinach, natom iast 
różnią się one między sobą częścią globinową.

I. Regulacja syntezy globiny

1. Hemoglobiny prawidłowe

W hemoglobinach ludzkich w ystępują łańcuchy peptydowe pięciu 
rodzajów: a, P, Y, S i e .  Łańcuch a jest zbudow any z 141 aminokwasów, 
zaś łańcuchy p, y i 8 z 146. Znana jest sekw encja aminokwasów w łań ­

* D r, Z ak ład  R adiobio log ii i O ch rony  Z d ro w ia  In s ty tu tu  B ad ań  Jąd ro w y ch , 
W arszaw a

W ykaz  stosow anych  sk ró tó w : A LA  — k w as 8 -am in o lew u lin o w y , PB G  — po rfo - 
b ilinogen
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cuchach a (13, 58), (3 (13, 34) i y (90). W iele odcinków tych  łańcuchów 
m a identyczną stru k tu rę  pierwszorzędową, dlatego nazyw a się je niekiedy 
łańcucham i homologicznymi (12). Stopień homologii m iędzy poszcze­
gólnymi rodzajam i łańcuchów jest rozm aity. Między łańcuchem  a i y 
istnieje 80 różnic, m iędzy (3 i y — 39 różnic a między P i 5 — 10 różnic 
(11). U ludzi w ystępują cztery hem oglobiny praw idłowe:
Hemoglobina em brionalna, czyli prehem oglobina, k tóra znajdu je  się 
w płodach ludzkich w wieku do 10 tygodni (47). Składają się na nią 
prawdopodobnie dwie frakcje: hemoglobina Gower I (s4?) i Gower II 
2(a2£2).
Hemoglobina F, czyli płodowa (a2Y2) jest główną frakcją  hemoglobinową 
we krw i płodu. Zawartość Hb płodowej zm niejsza się od 32 tygodnia 
ciąży z szybkością 2,5—4%  w ciągu tygodnia (23). U noworodków jej 
zawartość waha się w granicach 70—80%. W ciągu pierwszego roku 
życia pozapłodowego spada do paru  procent (55). M etodam i im m unofluo- 
rescencyjnym i w ykryto  HbF w 5% erytrocytów  u osobników dorosłych 
(45, 93).
Hemoglobina A (a2(52) pojaw ia się praw dopodobnie w krw inkach czerwo­
nych płodu trzynastotygodniow ego (101). Zaw artość jej stopniowo zw ięk­
sza się i u osobników dorosłych dochodzi do 97°/o (107).
Hemoglobina A2 (a252) fpakcją, k tó ra  we krw i ludzi dorosłych s ta ­
nowi 2,5°/o całkowitej ilości hem oglobiny (62). U płodów pojaw ia się 
jednocześnie z hemoglobiną A (61).

2. Hemoglobiny nieprawidłowe

W 1949 roku P a u l i n g  i wsp. opisali (83) pierw szą hemoglobinę 
patologiczną (HbS) w ystępującą w anem ii sierpow atej. Od tego czasu 
u chorych z zespołami hem olitycznym i oraz w w yryw kow ych badaniach 
populacyjnych w ykryto wiele hemoglobin niepraw idłow ych. Początkowo 
oznaczano je kolejnym i literam i alfabetu, a po ich w yczerpaniu — nazw a­
mi miejscowości, w których hem oglobiny te w ykryto  (1).

Hemoglobiny niepraw idłow e m ają zmienione łańcuchy a, (5, y lub 8. 
Najczęściej zm iany te polegają na zastąpieniu am inokw asu znajdującego 
się w określonej pozycji norm alnego łańcucha przez inny am inokwas, np. 
H b R a d o m  063Tyr (79). W  hem oglobinach Lepore oprócz praw idłow ych 
łańcuchów a w ystępują łańcuchy m ieszane złożone z części dwóch róż­
nych łańcuchów norm alnych: od końca aminowego z odcinka o sekw encji 
aminokwasów łańcucha $, natom iast od końca karboksylowego — z od­
cinka łańcucha P (67). Opisano hem oglobiny niepraw idłow e, w  których 
łańcuchach brak  jest jednej lub kilku reszt am inokwasowych ( H b o Un H ii i)  

(9), Hbpreiburg (54). Um iejscowienie zmian jest różne w rozm aitych he­
moglobinach nieprawidłow ych, jednak zm iana zawsze w ystępuje w oby­
dwu łańcuchach danej pary  (1).
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Ponadto istnieją hemoglobiny nieprawidłow e, złożone z czterech łań­
cuchów jednego rodzaju np. HbH (f34) (89), Hb B arta (74) (48). Hemoglo­
biny takie pow stają gdy zablokowana jest synteza jednego z rodzajów 
łańcuchów lub łańcuchy te w ytw arzane są w postaci nieczynnej, n ie­
zdolnej do tw orzenia podjednostek.

3. Determinacja genetyczna struktury pierwszorzędowej łańcuchów globiny

Sekwencję aminokwasów w łańcuchach globiny w yznaczają geny 
s truk tu ra lne  zajm ujące pięć odrębnych loci. W norm alnym  genotypie 
człowieka istn ieją  po dwa geny s truk tu ra lne  dla każdego rodzaju łań­
cucha, a więc następujący ich zestaw: a A/a A, |3A/|3A, yF/yF, 5A/5A, e/e (46) 
(schemat 1).

Genotyp

Łańcuchy
polipeptydowe

Podjednostki

Rodzaj hemoglobiny 
w organizmie

S ch em at 1. D e te rm in ac ja  g en e tyczna  hem oglob in  p raw id ło w y ch  człow ieka (wg
H u e n s a  i S h o o t e r a  (46))

O istnieniu genów struk tu ra lnych  świadczy przekazyw anie z pokolenia 
na pokolenie zgodnie z praw am i M endla właściwości w ytw arzania hem o­
globin niepraw idłow ych z określonym i zm ianam i sekw encji am inokwa­
sów (33, 46). Pow staw anie takich hemoglobin w arunku ją  zm utowane 
geny, które są allelam i norm alnych genów struk tura lnych . Większość 
w ykrytych m utacji genów s truk tu ra lnych  stanow ią m utacje punktowe, 
powodujące substytucję jednego z aminokwasów. Postuluje się, że d ru ­
gim m echanizm em  genetycznym  pow staw ania hemoglobin niepraw idło­
wych jest crossing-over m ejotyczny. Nierów ny crossing-over pomiędzy 
homologicznymi genami byłby przyczyną istnienia hemoglobin m ają­
cych ubytki reszt am inokwasowych (9, 54). N atom iast crossing-over 
m iędzy genami niehomologicznymi w arunkow ałby pow staw anie hemo-

Hb~A Hb~A2 Hb~F Hb~Gower2 Hb~Gower1
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globin Lepore (1). W ystępowanie tego rodzaju crossing-over byłoby 
możliwe dzięki dużemu podobieństwu genów łańcuchów P i 8 oraz bliskie­
mu ich położeniu na chromosomie (66).

Geny łańcuchów P i 5 są ściśle sprzężone (8 , 18, 44). Pośrednie 
dane przem aw iają za istnieniem  sprzężenia pomiędzy genam i (3 oraz 8 i 7 
(81, 116). Natom iast geny a i (3 nie w ykazują takiego sprzężenia i u legają 
niezależnej segregacji, co może świadczyć o tym , iż znajdu ją  się one 
na innych parach chromosomów (52, 92). Dotychczas nie wiadomo na 
jakich chromosomach znajdu ją  się geny s truk tu ra lne  łańcuchów glo- 
binowych.

W czasie rozw oju ontogenetycznego zachodzą zm iany stanu czyn­
nościowego genów struk tura lnych . W celu w yjaśnienia powyższego z ja ­
wiska oraz niektórych problem ów związanych z ilościową regulacją 
syntezy poszczególnych rodzajów  łańcuchów postulow ano istnienie roz­
m aitych genów regulatorow ych oraz operatorow ych, o czym  będzie mowa 
poniżej. Dotychczas nie udało się jednak udowodnić istn ienia tych  genów.

Postuluje się działanie czterech rodzajów  m echanizm ów regu lacy j­
nych: zapoczątkow ujących syntezę hem oglobiny, zm ieniających rodzaj 
w ytw arzanych łańcuchów globinowych, u trzym ujących praw idłowe sto­
sunki ilościowe między poszczególnymi rodzajam i łańcuchów oraz syn­
chronizujących syntezę hem u i globiny. M echanizm y te  zostaną kolejno 
omówione.

4. Zapoczątkowanie syntezy globiny

Procesy zapoczątkowania syntezy Hb badano zarówno w kom órkach 
tkanek em brionalnych, jak  również w niezróżnicowanych kom órkach 
układu krwiotwórczego ustrojów  dorosłych.

W em brionach kurzych hem oglobina w  m ierzalnej ilości pojaw ia się 
na etapie 6-ego somitu (69, 111). W bezbarw nych kom órkach w cześniej­
szych okresów rozwoju, przed tw orzeniem  się w ysepek krwiotw órczych, 
tworzą się enzym y katalizujące poszczególne etapy syntezy hemu. W edług 
W i 11 a (113) do zapoczątkow ania syntezy Hb konieczny jest w komórce 
odpowiedni poziom substratów  dla syntezy kwasu 5-am inolewulinowego 
(ALA) i hemu: glicyny, CoA, fosforanu pirydoksalu, bursztynianu , żelaza. 
Gromadzenie tych  substratów  (niektóre z nich p rzen ikają  do kom órek 
blastoderm y z tkanki endoderm alnej) następuje  już na etapie smugi 
pierw otnej i trw a przez 6— 8 godzin. W i l t  (112) w ykazał, że w okresie 
smugi pierw otnej obecna jest również niew ielka ilość globiny. Biosyn­
teza tej globiny (różniącej się od globiny dorosłych) ulega następnie 
zatrzym aniu i w okresie 6-ego som itu rozpoczyna się synteza właściwej 
globiny. W edług tego autora niew ielka ilość łańcuchów polipeptydow ych 
globiny niezbędna jest jako „s ta rte r” do rozpoczęcia syntezy Hb w okre­
sie, gdy hem  jest już syntetyzow any i następuje połączenie części hemowej 
z białkową. Zarówno W i l t  j ak i W a i n w r i g h t  i W a i n w r i g h t
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(98, 99, 100, 112) zw racają uwagę na ALA jako niezbędny czynnik do 
zapoczątkowania syntezy Hb. W edług W ainw rightów  proces ten  może 
się bowiem rozpocząć naw et w 3 godziny po utw orzeniu smugi p ierw ot­
nej, jeżeli dostarczy się z zew nątrz ALA.

G r a n i c k  i K a p p a s  (37) oraz L e , v e r e  i wsp. (69, 70) stw ier­
dzili, że w bezbarw nych kom órkach blastoderm y zarodka kurzego przed 
stadium  6-ego som itu znajdu ją  się już wszystkie enzym y szlaku biosyn- 
tetycznego hem u poza kluczowym  — syntetazą ALA. Gotowy jest również 
cały układ syntetyzujący białko, jak  polirybosomy oraz mRNA dla tw o­
rzenia globiny. Świadczą o tym  dane W i l t a  (112), k tó ry  stw ierdził, że 
podanie purom ycyny, k tóra ham uje syntezę białka na poziomie ryboso­
mów, a więc syntezę globiny, zatrzym uje całkowicie proces syntezy Hb. 
M omentem  urucham iającym  cały m echanizm  jest utw orzenie mRNA dla 
syntetazy ALA katalizującej pierw szy etap syntezy. W doświadczeniach 
bowiem, w których hodowano kom órki blastoderm y, mimo obecności 
wszystkich substratów  i układu polirybosomów nie dochodziło do syntezy 
Hb, jeżeli do hodowli dodano aktynom ycynę D w daw kach ham ujących 
tw orzenie mRNA. Natom iast jeżeli jednocześnie z aktynom ycyną po­
dawano ALA, synteza Hb w kom órkach blastoderm y rozpoczynała się 
i przebiegała prawidłowo.

Do utw orzenia mRNA dla syntetazy ALA dochodzi na skutek ak tyw a­
cji właściwego genu strukturalnego. Poziom syntetazy  ALA jest kontrolo­
w any przez m echanizm  represorow y, lecz czynnik pow odujący derepresję 
nie jest znany. G ranick i w spółpracownicy w skazują na niektóre po­
chodne sterydow e jako na substancje derepresorowe. Te sterydy  synte­
tyzowane są w tkankach em brionalnych również na etapie 6-ego somitu. 
U osobników dorosłych w czasie różnicowania kom órek m acierzystych 
układu krwiotwórczego w k ierunku  erytroblastów  działają według 
G r a n i c k a  i K a p p a s a  (37) bardziej specyficzne substancje dere­
presorowe niż w ustro ju  em brionalnym . Można przypuszczać, że jedną 
z takich substancji jest erytropoetyna, której działanie polega praw do­
podobnie na zwiększeniu syntezy RNA o cechach m essengera (19, 43, 59 
60, 87). W pływ hem u na syntezę globiny opisany zostanie w jednym  
z dalszych rozdziałów.

Zapoczątkowanie biosyntezy Hb pozostaje nadal zagadnieniem  otw ar­
tym . Jak  się w ydaje, koniecznym  elem entem  dla rozpoczęcia syntezy 
jest obecność śladów globiny na bardzo wczesnym  etapie rozw oju komórki 
oraz utw orzenie hemu, co może zajść dopiero po um ożliw ieniu tran sk ry p ­
cji genu strukturalnego dla syn tetazy  ALA na skutek derepresji.

5. Zmiana rodzaju wytwarzanych łańcuchów globinowych

W czasie rozwoju ontogenetycznego następuje stopniowy zanik pro­
dukcji hemoglobiny em brionalnej a potem  płodowej i pojaw iają się 
hemoglobiny właściwe dla osobnika dorosłego. Oznacza to, że w ustro ju
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ustaje synteza łańcuchów s i y, a rozpoczyna się w ytw arzanie łańcuchów 
(3 i 5. Proces owego przełączania (switch ) syntezy jednych łańcuchów 
globinowych na syntezę innych jest zjawiskiem , które zdaniem  wielu 
badaczy może stanowić dogodny model doświadczalny badania różni­
cowania komórkowego. N iestety dotychczas nic nie wiadomo o czynni­
kach w arunkujących owo „przełączanie” , a jego m echanizm  jest przed­
m iotem dociekań teoretycznych.

Postuluje się, że „przełączanie” zachodzi na poziomie genowym  i po­
lega na aktyw acji lub derepresji genów struk tu ra lnych . Zaproponowano 
szereg modeli regulacji genetycznej syntezy łańcuchów globiny, z k tó­
rych jeden, opracowany przez Z u c k e r k a n d l a  (116) przedstaw iono 
na schemacie 2.

0peron 1 0peron 2
t--------------------- -A------------------- N f---------- -̂-----

S chem at 2. M odel re g u la c ji syn tezy  łańcuchów  g lob inow ych
0 — operator; RG — gen regulatorow y; R — cząsteczka represora, której syn tezę  reguluje RG:
1 — induktor; 5, (3, y — geny  strukturalne łańcuchów  globinow ych; X  — n ieznany gen struk­
turalny; F.F.H. — m iejsce m utacji pow odującej dziedziczne przetrw anie h em oglobiny p łodo­
w ej; Th — m iejsce, w  którym  praw dopodobnie w ystęp u ją  m utacje (3-talassemii. (Wg Z u c ­

k e r k a n d l a  (116))

Geny struk tu ra lne  łańcuchów P i 5 wespół z operatorem  Oi oraz genem 
regulatorow ym  RG2 tw orzą operon 1. Czynność całego operonu 1 kontro­
lowana jest przez gen regulatorow y RG2 za pośrednictw em  represora Rx. 
Represor Ri działając na operator ox zapobiega syntezie mRNA dla łańcu­
chów (3 i 5 oraz represora R2. Represor R2 jest produktem  genu regulatoro­
wego RG2. M iejscem działania represora R2 jest gen operatorow y o2, 
k tóry  wraz z genem struk tu ra lnym  łańcucha y wchodzi w skład operonu 
2. Jeśli nie m a represora R2, to na genie łańcucha y pow staje swoisty 
mRNA. Na określonym  etapie rozw oju ontogenetycznego pojaw ia się 
induktor I1; k tóry łącząc się z represorem  Rx uniem ożliwia jego działa­
nie na operator o^ Pow oduje to „włączenie” operonu 1 i „w yłączenie” 
operonu 2. Model dopuszcza możliwość różnego stopnia aktyw ności ope­
ronu 2 w w arunkach, kiedy włączony jest operon 1. S tan  czynnościowy 
operonu 2 m iałby bowiem zależeć od stężenia induktora I2, k tó ry  łącząc
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się z represorem  R2 powodowałby jego unieczynnienie. Tak więc powyższy 
model tłum aczyłby zarówno przejście od produkcji HbF do w ytw arzania 
HbA i HbA2 jak  i możliwość aktyw acji genu łańcucha y u osobników 
dorosłych, zwłaszcza w stanach wzmożonej syntezy Hb, na przykład 
w anem iach z żywą odnową erytroblastyczną.

W populacjach ludności m urzyńskiej w ykryto  dziedziczną anomalię 
polegającą na w ytw arzaniu HbF u osobników dorosłych (25). Jest to więc 
zaburzenie m echanizm u przełączania syntezy hem oglobiny z HbF na 
syntezę hemoglobiny typu  dorosłych HbA i HbA2. Anom alia dziedziczona 
jest jako gen autosom alny sprzężony z genam i łańcuchów P i 8 (2, 22). 
Osobnicy dorośli, heterozygoty w zakresie tej anomalii, m ają około 25% 
hem oglobiny płodowej rów nom iernie rozmieszczonej w erytrocytach 
i zmniejszoną nieco zawartość HbA i HbA2. W jednym  opisanym  dotych­
czas przypadku homozygoty, zdrowego chłopca, hemoglobina płodowa 
stanow iła 100% (110). U podwójnych heterozygot w zakresie genu w arun­
kującego powyższą anom alię oraz genu |3S lub (3C pow stają norm alne ilości 
HbS lub HbC, lecz nie ma HbA (22). N atom iast u homozygoty z anomalią 
przetrw ania HbF nie zachodzi synteza łańcuchów f> i 8. F ak ty  powyższe 
przem aw iają za tym , iż gen na anom alię przetrw ania  hemoglobiny pło­
dowej w yw ołuje supresję genów struk tu ra lnych  (3 i 8 w pozycji cis, 
a nie ma na nie w pływ u w pozycji trans (2). W ystępuje tu  podobieństwo 
do efektów m utacji negatyw nej genu operatorowego u bakterii (53). Na 
tej podstaw ie można przypuszczać, że anom alia p rzetrw ania HbF jest 
wynikiem  m utacji negatyw nej genu operatorowego Oj (116). Istnieje jed­
nak możliwość, że jej przyczyną jest delecja genów (3 i 8 (107).

6. Utrzymywanie prawidłowego stosunku ilościowego pomiędzy łańcuchami a  i ¡3

W w arunkach praw idłow ych utrzym yw any jest sta ły  stosunek iloś­
ciowy pomiędzy poszczególnymi łańcucham i Hb. M echanizmu regulujące­
go stałość tego stosunku dotychczas nie wyjaśniono. Omówimy tu ta j dwa 
główne poglądy na jego istotę.

11 a n o (51) w ysunął hipotezę, w edług której gen s truk tu ra lny  okre­
śla nie tylko struk tu rę  pierwszorzędową danego łańcucha, lecz również 
szybkość jego syntezy. Hipotezę tę rozw inięto na podstawie danych
o względnych szybkościach syntezy łańcuchów PA i fjs . Na ogół w krw in­
kach znajduje  się m niej hem oglobiny niepraw idłow ej niż HbA. Ozna­
cza to, że szybkość syntezy łańcucha prawidłowego jest większa niż 
szybkość syntezy łańcucha zmienionego. Przyczyną tego jest zapewne 
fakt, iż w przebiegu ewolucji geny kontrolujące szybkość syntezy osiąg­
nęły tak i stan, że szansa w ystąpienia m utacji powodującej zwiększanie 
produkcji danego łańcucha globinowego jest niezm iernie mała. M utacje 
w yw ołujące znaczne zaburzenia równowagi m iędzy ilością w ytw orzo­
nych łańcuchów a i P prowadzą do ciężkiej anem ii hem olitycznej, są
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więc eliminowane w procesie ewolucji. Itano postuluje, iż rów nom ierna 
synteza łańcuchów a i £ jest w ynikiem  ewolucji odpowiednich genów 
strukturalnych , k tóra doprowadziła do uzyskania jednakow ej lub praw ie 
jednakow ej zdolności kontrolow ania szybkości syntezy łańcuchów glo- 
binowych. Um iarkow ane zaburzenia równowagi byłyby usuw ane przez 
destrukcję zbędnych łańcuchów. K ontrola szybkości syntezy łańcuchów 
przez geny s truk tu ra lne  może zachodzić bądź w czasie syntezy mRNA, 
bądź w toku syntezy sam ych łańcuchów peptydow ych. Tę drugą możli­
wość uważa Itano za bardziej prawdopodobną. Wiąże ją  z istnieniem  
na mRNA punktów , w k tórych szybkość syntezy łańcuchów jest n a j­
mniejsza. N ajdłużej trw ający  etap syntezy łańcuchów określałby szyb­
kość uw alniania łańcuchów peptydow ych z mRNA.

W roku 1966 C o l o m b o  i B a g l i o n i  (20) przedstaw ili koncepcję 
kontroli biosyntezy łańcuchów  a przez biosyntezę łańcuchów P, według 
której łańcuchy a pozostaw ałyby przyczepione do polirybosom u tak* d łu­
go, dopóki nie zostałaby ukończona synteza łańcuchów (5. Po oderw aniu 
od polirybosomu łańcuchy P łączyłyby się z łańcucham i a w dim ery, 
a następnie te tram ery  a2(}2. W yniki prac S h a e f f e r a  (91) oraz B a- 
g l i o n i ’ e g o  i C a m p a n a ’ y ( 3 )  poważnie podważyły tę  możliwość. 
Okazało się bowiem, że w kom órce istn ieją  niew ielkie ilości rozpuszczal­
nych łańcuchów podczas syntezy łańcuchów P na polirybosomie. Baglioni 
i Cam pana przypuszczają więc, że wolne łańcuchy a są związkam i po­
średnim i w syntezie Hb. Łączą się one z przyczepionym  do polirybosomu 
łańcuchem  w momencie, gdy ma on już długość co najm niej 120 am ino­
kwasów. Po utw orzeniu kom pleksu: łańcuch a-łańcuch (5-polirybosom 
dobiega końca synteza łańcucha P i pow stały dim er a(5 odłącza się od poli­
rybosomu. Połączenie dwóch takich dimerów stanow ić ma ostatni etap 
syntezy cząsteczki globiny. W olnych łańcuchów P nie udało się w ykryć 
w lizacie retikulocytów  ludzi zdrowych, co potw ierdzałoby koncepcję, 
że uw alniają się one z polirybosom u tylko w postaci zw iązanej z. łańcu­
chami a. Ponieważ w retikulocytach jest zawsze obecna pew na niew ielka 
ilość wolnych łańcuchów a, przeto ilość dostępnych łańcuchów (5 na poli­
rybosomie byłaby jedynym  czynnikiem  ograniczającym  łączenie się obu 
rodzajów łańcuchów w dim ery.

Do poważnych zaburzeń m echanizm u regulującego praw idłow y stosu­
nek łańcuchów a do łańcuchów (5 dochodzi w tzw. talassem iach. Jest to 
grupa wrodzonych niedokrw istości niedobarw liw ych ze skłonnością do 
hemolizy, w których podstaw ow y defekt polega na zaham ow aniu syntezy 
jednej pary  łańcuchów polipeptydowych: a (a-talassem ia) lub P (P-talas- 
semia). Zależnie od tego, czy defekt dotyczy obu alleli, czy tylko jednego, 
spotyka się postać hom o- lub heterozygotyczną, które różnią się stopniem  
upośledzenia syntezy danego łańcucha (108, 109).

Defekt genetyczny w talassem iach nie jest znany. Z u c k e r k a n d l  
(116) uważa, że w (3-talassemii w skutek u tajonej m utacji w hipotetycznym
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genie struk tu ra lnym  X sąsiadującym  z genem  łańcucha P nie syn te ty ­
zuje się mRNA dla tego łańcucha (schem at 2). Brak syntezy mRNA 
w talassem iach mógłby być również spowodowany delecją genów s tru k ­
tu ra lnych  (10) odpowiednich łańcuchów globinowych. W ysuwano także 
możliwość (4, 49, 73), że w talassem iach w w yniku m utacji genów 
struk tu ra lnych  pow stają zm ienione mRNA, które mogą być nietrw ałe 
i ulegać rozpadowi w komórce przed przekazaniem  inform acji lub też 
ich konfiguracja s truk tu ra lna  może uniem ożliwiać proces translacji.

B rak jednej pary  łańcuchów powoduje zaburzenie w zajem nej regu­
lacji ich w ytw arzania. Pozostałe łańcuchy polipeptydowe tw orzą się 
w nadm iarze (5, 6, 21, 28) i nie na tra fia jąc  na odpowiednich partnerów , 
łączą się w te tram ery  wiążące hem, jak  HbH (P4) i Hb B arta (74), albo 
w ytrącają  się w komórce w postaci nierozpuszczalnych strątów  pojedyn­
czych łańcuchów, dimerów, triad  lub tetram erów  nie wiążących hemu. 
Pow staw anie takich strątów  prowadzi do hemolizy krw inki czerwonej. 
W a- i |3-talassemiach brak  lub niedobór norm alnej HbA («2̂ 2) jest 
częściowo w yrów nyw any przez inne rodzaje hemoglobin: HbF (a2y2) 
i HbA (a2S2) w M alassem ii, HbH (P4) w  a-talassem ii (109).

7. Utrzymywanie prawidłowego stosunku ilościowego między łańcuchami ¡3 i 5

W krw inkach czerwonych dorosłego człowieka odsetek HbA2 (2,5%) 
jest zadziwiająco stały. Musi więc istnieć odpowiedni m echanizm  regu­
lujący, k tóry  zapewnia u trzym anie syntezy łańcuchów 8 w granicach 
^  liczby łańcuchów P. Jeden z teoretycznie m ożliwych mechanizmów 
polega na tym , że gen dla łańcucha P w ytw arza 40 razy więcej cząste­
czek mRNA niż gen łańcucha 8 (50). Obecnie przypuszcza się jednak, że 
geny P i 8 znajdują się w tym  sam ym  operonie i że transkrypcja  ich 
zachodzi wspólnie w postaci jednego zestaw u inform acji (2, 50). A ktyw ­
ności właściwe hemoglobin A i A2, w yodrębnionych po inkubacji komó­
rek szpikowych w środowisku zaw ierającym  am inokwasy radioaktyw ne, 
są zbliżone (88, 114). W skazuje to, że w kom órkach szpikowych układy 
syntezy HbA i HbA2 są jednakow o spraw ne. N atom iast po trw ającej 
dłużej niż 20 min. inkubacji retikulocytów  z krw i obwodowej aktyw ność 
właściwa w yodrębnionej HbA jest zawsze większa niż HbA2 (107). W yda­
je się więc, że w czasie dojrzew ania retikulocytów  zdolność w ytw arzania 
łańcuchów 8 zanika wcześniej niż zdolność w ytw arzania łańcuchów a i (5. 
W retikulocytach w odróżnieniu od wcześniejszych postaci kom órkowych 
rzędu czerwonokrwinkowego nie zachodzi synteza mRNA (74). Z tego 
wynikałoby, że w retikulocytach mRNA dla łańcuchów 8 szybciej ulega 
rozpadowi niż mRNA dla łańcuchów a i p. Ponadto mRNA dla łańcu­
cha 8 jest w ykorzystyw any w m niejszym  stopniu niż mRNA dla łańcu­
chów a i (3. W in  s l o w  i I n g r a m  (114) w ykazali bowiem, że szybkość
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syntezy łańcuchów 8 jest m niejsza niż szybkość syntezy łańcuchów a i p 
hemoglobiny A oraz łańcucha a wyizolowanego z HbA2.

Możliwe jest, że m niejsza szybkość syntezy łańcuchów 8 w arunkuje  
mniejszą trw ałość kom pleksu mRNA-rybosomy, a w następstw ie — 
przyśpieszony rozpad swoistego mRNA (107, 114).

II. Regulacja biosyntezy hemu

Biosynteza hem u jest w ieloetapow ym  procesem (schemat 3), w którym  
poszczególne etapy są w w arunkach praw idłow ych doskonale skoordyno­
wane: związki pośrednie — kwas 8-am inolewulinowy i porfobilinogen 
(PBG) — oraz produkty  nie w ykorzystyw ane do syntezy hem u (uroporfi- 
rynę i koproporfirynę) w ykryw a się jedynie w ilościach śladowych (68), 
a ilość utworzonego hem u nie przekracza zapotrzebow ania organizmu. Ten 
ekonomiczny przebieg biosyntezy hem u w arunkują  m echanizm y regula­
cyjne, z k tórych najw ażniejszym i są: m echanizm  ujem nego sprzężenia 
zwrotnego oraz m echanizm  represji syntezy enzym u ograniczającego.

S u b stra ty  i zw iązki pośredn ie E nzym y L okalizac ja  ko­
m órkow a enzym u

... ...

G licyna +  sukcynylokoenzym A 
(zw iązana z fosforanem  pirydoksa-
lu  w  postaci zasady Schiffa)

i

K w as S-am inolew ulinow y (ALA)

i
Porfob ilinogen  (PBG)

V
U roporfirynogen  (UROgen)

I

K oproporfirynogen  (KOPROgen)

PROTO

+  Fe 

H em

S y n te taza  ALA

D ehydra taza  ALA

Porfobili nogę n aza 
(D eam inaza +  
kosyn te taza  URO- 
genowa)

D ekarboksylaza
URO genowa

O ksydaza K O PR O - 
genow a
(K OPRO genaza +  
oksydaza PROTO- 
genowa?)

C hela taza
żelazaw a

M itochondria

C ytoplazm a

i
C ytoplazm a

C ytoplazm a

M itochond ria

M itochondria

S ch em at 3. S ch em at b io syn tezy  hem u
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Regulujący wpływ  na biostyntezę hem u w yw iera również środowisko (pod 
tym  pojęciem  rozumie się istnienie lokalnych w arunków  w odrębnych ob­
szarach komórki, w których rozmieszczone są poszczególne etapy biosyn­
tezy), dostępność substratów  i kofaktorów  reakcji oraz wzajem na za­
leżność pomiędzy syntezą części hemowej i części globinowej. W szystkie 
te czynniki kontrolujące proces pow staw ania hem u zostaną obecnie 
kolejno omówione.

1. Regulacja biosyntezy hemu przez ujemne sprzężenie zwrotne

M echanizm ujem nego sprzężenia zwrotnego, k tó ry  działa szybko 
i powoduje czułą regulację biosyntezy, polega na ham ow aniu aktywności 
pierwszego lub jednego z początkowych etapów procesu przez produkt 
końcowy. W przypadku biosyntezy hem u istnienie tego m echanizm u re ­
gulacyjnego wykazano najp ierw  u bakterii (16), a następnie w doświad­
czeniach in vitro na retikulocytach królika (72) i w układach zaw iera­
jących p repara ty  enzym atyczne z erytrocytów  ludzkich (17). W każdym  
przypadku hem (hemina) ham ow ał czynność syntetazy ALA, katalizującej 
pierwszy etap i ograniczającej przebieg całego szlaku biosyntetycznego. 
W doświadczeniach in vivo  na zw ierzętach nie zdołano z całą pewnością 
ustalić, czy ham owanie przez hem  swej w łasnej syntezy zachodzi na 
drodze ujem nego sprzężenia zwrotnego, czy też represji syntetazy ALA. 
W edług L e v e r e  i G r a n i c k a  (69) ten  drugi m echanizm  jest czynny 
w różnicującym  się erytroblaście, a G r a n i c k  (35) sugeruje jego dzia­
łanie na biosyntezę hem u w kom órkach w ątrobow ych zarodka kurzego.

B u r n h a m  i L a s c e l l e s  (16) w doświadczeniach prowadzonych 
na fotosyntetyzujących bakteriach R. spheroides wykazali, że oprócz 
hem iny również inne porfiny, m etaloporfiryny, hemoglobina i mioglobina 
ham ują syntetazę ALA niekom petycyjnie. Ci sami autorzy w badaniach 
na układach zaw ierających p repara ty  enzym atyczne z kom órek bakte­
ry jnych  stw ierdzili, że hem ina ham uje również — choć słabiej — ak­
tywność dehydratazy ALA, drugiego z kolei enzym u szlaku biosynte­
tycznego hemu. Hamowanie aktyw ności syntetazy ALA i dehydratazy 
ALA zaobserwowali też K a r i b i a n  i L o n d o n  (56), badając wpływ 
hem iny na wbudowywanie glicyny-2-14C oraz ALA-4-ł4C do hem u w he- 
molizatach i pełnych retikulocytach królika. Hem ina ham ow ała syntezę 
hemu z glicyny około czterokrotnie silniej niż jego syntezę z ALA, co 
wskazuje, że w tym  układzie regulacja syntezy hem u przez sprzężenie, 
zwrotne zachodzi przypuszczalnie na poziomie syntetazy ALA.

Ham owanie syntezy ALA przez hem inę w układzie zaw ierającym  
preparat m itochondrialny z retikulocytów  kurzych o czynności syntetazy 
ALA stw ierdził ostatnio V a v r a  (96). W yniki jego sugerują, że ha­
mowana jest przede w szystkim  aktyw ność syntetazy  sukcynylo-CoA, 
a w m niejszym  stopniu kondensacja tego związku z glicyną. C a l i s s a n o
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i wsp. (17) badając w pływ  hem u, hem oglobiny i innych hem oproteidów 
na aktyw ność preparatów  dehydratazy  ALA z erytrocytów  ludzkich 
wykazali, że m echanizm  regulu jący  biosyntezę hem u przez ujem ne sprzę­
żenie zw rotne istnieje również na poziomie dehydratazy  ALA. Hem h a­
m uje aktyw ność tego enzym u dziesięciokrotnie silniej niż hemoglobina; 
inne hem oproteidy w  takich sam ych stężeniach w ogóle nie m ają w pływ u 
na aktyw ność dehydratazy  ALA.

W doświadczeniach in vivo  w prowadzona dożylnie hem ina obniżała 
w budow ywanie znakow anej glicyny do hem u erytrocytów  krw i obwodo­
wej u m yszy oraz włączanie do nich radioaktyw nego żelaza (31). Ponie­
waż obniżenie inkorporacji nie było spowodowane rozcieńczeniem  puli 
nowozsyntetyzowanego hem u ani puli radioaktyw nego żelaza, a hem ina 
nie w pływ ała na dojrzew anie czerwonych krw inek i przechodzenie re ti-  
kulocytów ze szpiku do krw i obwodowej, można przypuszczać, że hem ina 
działa jako inhibitor swej w łasnej syntezy albo na drodze ujem nego 
sprzężenia zwrotnego, albo represji syntezy kluczowego enzym u.

2. Regulacja biosyntezy hemu drogą represji

Regulacja drogą rep resji przez produkt końcowy jest m echanizm em  
bardzo ekonomicznym, choć nie tak  szybkim , jak  ujem ne sprzężenie 
zwrotne. Polega on na kontrolow anej genetycznie rep resji syntezy jed ­
nego lub kilku enzymów szlaku biosyntetycznego przez produkt końcowy. 
W przypadku hem u represji ulega synteza enzym u ograniczającego — 
syntetazy ALA (schemat 4), jak  również — choć w m niejszym  stopniu — 
deyhydratazy ALA (tak zwana represja  skoordynowana). Regulację syn­
tezy hem u na drodze represji zaobserwowano w bakteriach, w kom órkach 
wątrobow ych zarodka kurzego i ery troblastach  blastoderm y kurzej.

W doświadczeniach na bakteriach R. spheroides L a s c e l l e s  (68) 
stw ierdziła, że niskie (10-5M) stężenia hem iny tłum ią syntezę obu wspom­
nianych enzymów. W odróżnieniu od regulacji przez ujem ne sprzężenie 
zw rotne inne m etaloporfiryny nie dają tego efektu. Dowody na istnienie 
m echanizm u represji syntezy hem u w  organizm ach wyższych są bardziej 
pośrednie. G r a n i c k  (35) stw ierdził, że hem  ham uje indukcję syn­
tetazy  ALA w hodowli kom órek w ątrobow ych zarodka kurzego. Indukcję 
syntetazy ALA na drodze derepresji obserwowali M a r  v e r  i wsp. (76), 
którzy doprowadzili do zm niejszenia zaw artości hem u w kom órkach w ą­
troby  szczurów przez podanie im  tryptofanu; hem  zużyw any jest w tym  
przypadku do indukow anej syntezy pirolazy tryptofanow ej. N astępują­
cymi po sobie kolejno: represją  i derepresją  syntezy  syntetazy  ALA 
W a x m a n i wsp. (103) tłum aczą oscylacje poziomu tego enzym u w w ą­
trobie szczurów zachodzące po podaniu dożylnym  hem iny. N aw et bardzo 
niskie stężenia hem iny powodują zm iany poziomu syntetazy  ALA i zmia-. 
ny  te ham uje całkowicie aktynom ycyna D, k tó ra  blokuje tworzenie się
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mRNA. W skazuje to, że istotnie w  przytoczonych doświadczeniach synteza 
hem u jest regulow ana przez m echanizm  represji.

T s c h u d y i wsp. (95) stw ierdzili oscylacje poziomu wątrobow ej 
syntetazy  ALA również po jednorazow ej niew ielkiej dawce estradiolu 
podanej samicom szczurzym, k tórym  usunięto jajn iki. Indukcję tego 
enzym u pod w pływem  horm onów płciowych, a zwłaszcza ich 5p-H 
pochodnych zaobserwowali również G r a n i c k i wsp. w kom órkach

Hem \  Inne szlaki 
metaboliczne

S ch em a t 4. H ipo te tyczny  m odel re g u la c ji b io sy n tezy  h em u  (zm odyfikow any  sch em at 
w g  L e v e r e  i G r a n i c k a  (70))

w ątrobow ych zarodka kurzego (37) i w różniących się erytroblastach 
blastoderm y kurzej (70). Badacze ci przypuszczają, że sterydy  C-19 i C-21
o konfiguracji 5(3-H biorą udział w regulacji biosyntezy hem u we w szyst­
kich kom órkach, w których zachodzi hemopoeza, działając jako derepre- 
sory tworzenia się syntetazy ALA, tzn. współzawodnicząc skutecznie z he­
mem o miejsce na cząsteczce aporepresora.

Stwierdzono, że oprócz horm onów płciowych również niektóre inne 
związki chemiczne mogą na drodze derepresji syntezy powodować wzrost 
poziomu syntetazy ALA w w ątrobie (35). Są to związki w yw ołujące 
napady ostrej przeryw anej porfirii, choroby przenoszonej dziedzicznie 
jako cecha dom inująca. W śród innych objawów klinicznych chorobę tę 
charakteryzuje  w ydzielanie w moczu dużych ilości ALA i PBG. P ie r­
wotnie sądzono, że porfirię tę  pow oduje zablokowanie przejścia PBG 
w uroporfirynogen na skutek niedoboru porfobilinogenazy. Dopiero 
G r a n i c k  na podstawie w zrostu aktyw ności syn te tazy  ALA w porfirii
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doświadczalnej w yw ołanej przez podanie 3,5-dwukarboetoksy-2,4-dwu- 
hydrokolidyny (38) w ysunął hipotezę (35), że w ostrej przeryw anej por- 
firii zm utowany gen operatorow y jest niecałkowicie tłum iony przez 
represor. W skutek tego niew ielkie ilości indukującego związku chemicz­
nego, które u norm alnych osobników nie w yw ołałyby objawów choro­
bowych, u ludzi z porfirią pow odują nagły wzrost syntezy syntetazy ALA, 
co pociąga za sobą wzmożoną produkcję ALA. W tych w arunkach enzy­
m em ograniczającym  staje się jeden z dalszych enzymów szlaku biosyn- 
tetycznego. W ostrej przeryw anej porfirii jest nim  porfobilinogenaza, na 
co w skazuje w ydalanie ALA i PBG; w  innego typu porfirii w ątrobow ej, 
w której w ydalane są koproporfiryna i protoporfiryna, enzymem  ograni­
czającym  jest oksydaza koproporfirynogenowa. Za słusznością wspom nia­
nej hipotezy G ranicka przem aw ia znacznie podwyższona aktyw ność 
syntetazy ALA w w ątrobie chorego na ostrą przeryw aną porfirię w okre­
sie rem isji (80), oraz bardzo wysoka aktyw ność syntetazy  ALA w w ątrobie 
u  chorej zm arłej podczas napadu tej choroby (94). Indukcji syntetazy 
ALA w w ątrobie tow arzyszy w zrost aktyw ności dehydratazy ALA (75, 
95), jednakże nie wiadomo czy chodzi tu  o indukcję syntezy tego enzymu, 
czy też o jego aktyw ację.

M a r v e r  i wsp. (75) sugerują, że glukoza ham uje regulow any gene­
tycznie wzrost syntetazy  ALA w ostrej przeryw anej porfirii i w porfiriach 
doświadczalnych, co nie znalazło jednakże potw ierdzenia (35).

Podwyższoną syntezę syntetazy  ALA stw ierdzono również we w ro­
dzonych porfiriach erytropoetycznych (102). Ponieważ choroby te są prze­
noszone dziedzicznie jako cecha recesyw na, m utacja  musi występować 
w genie regulatorow ym , k tóry  w skutek tego produkuje w adliw y apore- 
presor.

Jakkolw iek m echanizm  regulacji na drodze represji może obejm o­
w ać również syntezę dehydratazy  ALA, zasadniczą rolę odgrywa z całą 
pew nością regulacja produkcji syntetazy  ALA. Nie wiadomo jednakże, 
iczy wątrobow a syntetaza ALA jest identyczna z syntetazą ALA ery tro - 
blastów  i czy w genomie w ystępuje jeden operon dla syntezy tego 
enzym u, czy też, jak  sugeruje G r a n i c k  (35), trzy  różne operony.

3. Wpływ środowiska

Doświadczenia przeprowadzone na ery trocy tach  ptasich, retikulo- 
cytach ssaków lub frakcjach  subkom órkowych w ątroby ssaków wykazały, 
że enzymy biosyntezy hem u rozmieszczone są częściowo w m itochondriach, 
a  częściowo w cytoplazm ie (schem at 3). Stanowi to, samo przez się, 
czynnik regulujący, gdyż przepuszczalność błony m itochondrialnej ogra­
nicza swobodny przepływ  substratów  i związków pośrednich, a ponadto 
um ożliw ia utrzym anie optym alnych w arunków  reakcji w odpowiednich 
obszarach komórki. Doświadczenia in vitro w ykazały jednak, że w obrębie
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zarówno m itochondriów, jak  i cytoplazm y panują różnorodne w arunki 
oksydoredukcyjne. Na istnienie odrębnych stref w obrębie m itochon- 
drium  wskazuje stw ierdzony w doświadczeniach in vitro fak t różnej 
zależności od w arunków  tlenow ych dwóch kolejno po sobie następu ją­
cych reakcji: przem iany koproporfirynogenu w protoporfirynę i w łącza­
nia żelaza do protoporfiryny. Pierw sza z nich wym aga obecności tlenu  
(optym alne stężenie 20% obj/obj), którego nie można zastąpić żadnym  
innym  akceptorem  elektronów  (85), druga zaś najszybciej przebiega 
w w arunkach beztlenow ych (86).

Zew nętrzne ciśnienie tlenu , od którego zależy stężenie tlenu w ko­
mórce, może więc być czynnikiem  regulu jącym  bezpośrednio przebieg 
biosyntezy hemu. Przypuszcza się, że spadek ciśnienia tlenu  jest jedną 
z przyczyn wzmożonej hemopoezy na dużych wysokościach lub w sztucz­
nie w ytw orzonych w arunkach niedotlenienia. Ponieważ przejście porfobi- 
linogenu w uroporfirynogen jest odw racalnie ham ow ane przez tlen, F a l k  
i P o r r a  (26) sugerują, że wzrost syntezy hem u może być w pewnym  
stopniu spowodowany stym ulow aniem  syntezy uroporfirynogenu. Regu­
lujący w pływ  tlenu  na biosyntezę hem u stanie się jeszcze bardziej oczy­
w isty, jeśli się uwzględni, że naw et drobne zm iany jego stężenia w ko­
mórce mogą wpływać na stan u tlenienia grup tiolowych, znajdujących się 
w centrach aktyw nych szeregu enzymów szlaku biosyntetycznego hem u.

4. Dostępność substratów i kofaktorów reakcji

Norm alny przebieg biosyntezy hem u zależy od stałego dopływu od­
powiednich substratów  i kofaktorów, co wiąże ten  proces z innym i 
szlakam i m etabolicznym i komórki. Zaburzenia m etabolizm u, których 
wynikiem  jest niedobór żelaza, fosforanu pirydoksalu lub sukcynylo-CoA 
dla syntezy hem u spotykane są w różnych rodzajach niedokrwistości» 
podczas gdy nadm iar sukcynylo-CoA może wywoływać objaw y porfirii.

Żelazo jest potrzebne nie tylko jako substra t ostatniej reakcji łańcu­
cha, lecz również jako niezbędny kofaktor przem iany koproporfirynogenu 
w protoporfirynę (68) oraz — w przypadku erytrocytów  ptasich — syntezy 
ALA (14). N iedostateczny dopływ żelaza do szlaku biosyntezy hem u może 
być spowodowany jego rzeczywistym  niedoborem  w ustro ju  (upośledze­
nie w chłaniania, nadm ierna u tra ta  w skutek krw aw ień), zaburzeniam i 
transportu , utrudnionym  urucham ianiem  zapasów żelaza w w ątrobie bądź 
wreszcie zaburzeniam i pobierania żelaza przez krw inkę czerwoną i w łą­
czania go do protoporfiryny (71, 77). Nie zdołano do tej pory w yjaśnić 
przyczyny zmniejszonego w łączania żelaza do hem u przy jego jednoczes­
nym  odkładaniu się w m itochondriach erytroblastów  i ogólnej hem osyde- 
rozie w ystępującej w tzw. anem ii syderoakrestycznej. Ponieważ w tej 
chorobie krw inki obwodowe zaw ierają często podwyższone ilości kopro- 
porfiryny  przy norm alnej lub obniżonej zaw artości protoporfiryny suge­
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ru je  się, że zaburzenia te spowodowane są niedoborem  oksydazy kopro- 
porfirynogenow ej (32). N adm iar żelaza i jego odkładanie się w  krw inkach 
ham uje tworzenie się ALA, a więc i hem u, co jest jedną z w tórnych 
przyczyn niedokrwistości w ystępującej w (3-talassemii (97).

Drugim  w ażnym  substratem  w biosyntezie hem u jest sukcynylo-CoA, 
k tó ry  w reakcji kondensacji z glicyną daje ALA. Źródłem  sukcynylo-CoA 
jest w pierwszym  rzędzie cykl kw asu cytrynowego. A lternatyw ną drogą, 
k tó ra  w przypadku zaburzeń obrotu tego cyklu może zapewnić norm alny  
dopływ sukcynylo-CoA jest jego bezpośrednia synteza z bursz tyn ianu  
i CoA katalizow ana przez syntetazę sukcynylo-CoA. W pew nych w aru n ­
kach obie drogi są czynne, co prowadzi do nadm iaru  produktu. W edług 
L a b b e g o (64) uruchom ienie dodatkow ej produkcji sukcynylo-CoA w y­
stępuje podczas napadów porfirii wątrobow ej w yw ołanych podaniem  cho­
rym  niektórych leków, np. barbituranów . Labbe sugeruje, że nadm iar tego 
związku działa jako derepresor syntezy syntetazy  ALA (indukcja substra ­
towa) wywołując w efekcie nadm ierne w ytw arzanie ALA. Wzmożona syn­
teza sukcynylo-CoA jest w ynikiem  indukcji syn te tazy  tego zw iązku (65) 
i reduktazy  fum aranow ej (63). W zrost aktyw ności reduktazy  fum aranow ej 
spowodowany jest zaham owaniem  utleniania zred. NAD, co w edług K u - 
r u m a d y  i L a b b e g o  (63) świadczy o powiązaniu i uzależnieniu bio­
syntezy hem u od stanu funkcjonalności łańcucha oddechowego. Zaburze­
nia transportu  elektronów  spowodowane zaham ow aniem  u tlen ian ia  zred. 
NAD pociągają za sobą dalsze skutki: jednym  z nich jest wzmożona gliko­
liza, w w yniku której pow staje kwas pirogronowy, m etabolizow any dalej 
do kwasów dw ukarboksylow ych, drugim  — spadek zaw artości A TP w ko­
mórce. Zwiększona pula kwasów dw ukarboksylow ych może być źródłem  
substratów  dla reduktazy  fum aranow ej i syntetazy  sukcynylo-CoA. O bni­
żenie stężenia ATP w komórce mogłoby stym ulow ać porfirynogenezę. W y­
sunięta na tej podstawie hipoteza G a j d o s a  i wsp. (30) o odw rotnej 
zależności pomiędzy poziomem ATP i porfiryn  w porfiriach w ątrobow ych 
nie znalazła jednak potw ierdzenia (24). O statnio sugeruje się (29), że s ty ­
m ulowanie obrotu kwasów tłuszczowych przez A TP powoduje w zrost 
zużycia glicyny do syntezy tych związków, co pociąga za sobą spadek jej 
stężenia w komórce i w rezultacie obniżoną syntezę Kemu.

Podczas gdy nadm iar sukcynylo-CoA prowadzi do nadprodukcji ALA, 
jego niedobór powoduje zm niejszenie syntezy hem u. N iedostateczny do­
pływ  sukcynylo-CoA może być spowodowany niedoborem  kw asu pan to­
tenowego (część składowa koenzym u A) w pożywieniu. Podobnie zm niej­
szenie dostaw  pirydoksyny (część składow a fosforanu pirydoksalu  i czyn­
nik u łatw iający  zwalnianie z m itochondriów żelaza, które następnie w łą­
czane jest do protoporfiryny) prowadzi do obniżenia syntezy hem u i obja­
wów niedokrwistości.

Innym  czynnikiem , k tóry  może wpływ ać regulująco na szybkość bio­
syntezy hem u jest tworzenie przez związki pośrednie n ietrw ałych  kom ­
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pleksów z białkam i lub lipidam i, co zm niejsza szybkość ich przesuw ania 
się w koonórce i zwiększa lokalne stężenie ułatw iając przebieg reakcji 
enzym atycznych. P o r r a  i F a l k  (84) stw ierdzili pow staw anie takiego 
kom pleksu podczas przejścia koproporfirynogenu w protoporfirynogen, 
a Y o s h i k a w a  i Y o n e y a m a  (115) w ykazali, że protoporfiryna 
związana jest z lipoproteidam i strom y erytrocytów  ptasich. Na wiązanie 
protoporfiryny z białkam i w skazują również w yniki innych autorów  (57, 
78, 82).

Istn ieje  wiele publikacji o znaczeniu różnych substancji dla biosyn­
tezy hem u, których tu ta j nie omawiano, ograniczając się jedynie do tych 
substratów  lub kofaktorów, k tórych zm iany ilościowe są powodem w ro­
dzonych zaburzeń regulacji syntezy hemu.

III. Współzależność syntezy heinu i globiny

W w arunkach praw idłow ych w krw inkach czerwonych nie w ykryto 
wolnego hem u i najw yżej śladowe ilości globiny, co w skazuje na istnienie 
ścisłej koordynacji m iędzy procesam i syntezy globiny i hemu.

Teoretycznie można sobie wyobrazić, że koordynacja ta  odbywa się 
już na poziomie genowym  poprzez regulację w ytw arzania specyficznych 
mRNA. W edług tej koncepcji hem  m iałby regulować syntezę mRNA dla 
globiny, natom iast globina regulow ałaby syntezę mRNA dla syntetazy 
ALA. W edług G r a n i c  k a (36) gen operatorow y dla syntetazy  ALA jest 
zablokow any przez represor składający się z hem u i aporepresora białko­
wego. Globina odłączając hem  z tego kom pleksu powodowałaby odbloko­
wanie genu operatorowego, co um ożliw iałoby transkrypcję  genu s tru k tu ­
ralnego na mRNA dla syntetazy  ALA (schemat 4). Można sobie wyobrazić, 
że w podobny sposób hem  działa regulująco na syntezę globiny. Ponieważ 
jednak nie zdołano wyizolować i określić ilości specyficznych mRNA 
przeto m echanizm y regulacji na poziomie genowym  pozostają w sferze 
hipotez.

N atom iast za istnieniem  w zajem nej regulacji syntezy hem u i globiny 
na poziomie cytoplazm atycznym  przem aw iają liczne fak ty  doświadczalne. 
Hem i żelazo pow odują znaczny wzrost syntezy globiny w  układach bez- 
kom órkow ych (41, 42) i całych retikulocytach (15, 40, 104, 106) a jedno­
cześnie zapobiegają rozpadowi polirybosomów na pojedyncze rybosom y 
podczas syntezy globiny (105). Istn ieją  dw a poglądy na sposób, w jaki 
hem  w yw ołuje powyższe efekty. W edług pierwszego z nich synteza globi­
ny byłaby regulow ana przez ujem ne sprzężenie zwrotne, w k tórym  efek- 
torem  byłaby sam a globina lub pojedyncze łańcuchy polipeptydowe. Na 
poparćie tej hipotezy można przytoczyć w yniki doświadczeń B 1 u m  a 
i S c h a p i r y  (7), którzy stw ierdzili, że dodanie hem oglobiny a do ukła­
du bezkomórkowego powoduje ograniczenie syntezy łańcuchów a. P rzy
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niedoborze hem u spowodowanym w iązaniem  żelaza przez związki chela- 
tu jące, w retikulocytach nagrom adza się globina, która działa ham ująco 
na swą w łasną syntezę (27, 106), co prow adzi do rozpadu polirybosomów. 
Hem  wiążąc globinę urucham ia na nowo jej syntezę. D rugi pogląd zakła­
da, że stym ulujące działanie hem u na syntezę globiny polega na u łatw ia­
niu przyłączania rybosomów do mRNA i zapoczątkow aniu syntezy łańcu­
chów polipeptydowych. P rzejaw em  tego byłaby stabilizacja kom pleksu 
polirybosomowego. Okazało się (104), że purom ycyna, k tó ra  uw alnia łań ­
cuchy polipeptydowe z polirybosomów m a tylko nieznaczny w pływ  na 
ilość hem iny związanej z polirybosomami. Fakt ten  świadczy o przyłącza­
niu  się hem iny w prost do polirybosomów, co przeczyłoby sugestii G r a y -  
z e 1 a i wsp. (40), k tórzy zakładali, że przyczyną stabilizacji kompleksu 
polirybosomowego mogą być zm iany konform acyjne łańcuchów  lub całych 
zespołów polirybosomowych spowodowane przyłączeniem  hem u do rosną­
cych łańcuchów  polipeptydowych.

Istn ie ją  dane na to, że na poziomie cytoplazm atycznym  w ystępuje rów ­
nież regulacja syntezy hem u przez globinę. G r a y z e l  i wsp. (39) z do­
św iadczeń przeprow adzonych na retiku locytach  króliczych w nioskują, że 
zaham ow anie w budow yw ania glicyny do hem u w obecności cykloheksim i- 
du jest spowodowane zablokowaniem  syntezy globiny, k tórej niedobór 
prow adzi do nagrom adzania się hem u w kom órkach aż do stężenia ham ują­
cego aktyw ność syn tetazy  ALA przez ujem ne sprzężenie zwrotne.

B iosynteza hem oglobiny jest więc praw dopodobnie regulow ana przez 
wiele mechanizm ów m olekularnych czynnych na różnych poziomach ko­
mórkowych. Istnienie n iektórych m echanizm ów w zajem nej regulacji syn­
tezy  hem u i globiny zostało stw ierdzone doświadczalnie, w iele z nich pozo­
sta je  jednak  nadal w sferze hipotez. Ponadto w organizm ie żyw ym  biosyn­
teza hem oglobiny podlega nie omówionym tu ta j m echanizm om  regu lacy j­
nym  kontrolującym  liczebność populacji kom órek uładu czerw onokrw in- 
kowego syntetyzujących to białko.
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Post.  B iochem. 14, 415—426 (1968).

ZO FIA K U R A TO W SK A *

Sprzężenie zwrotne w wewnątrzkomórkowej regulacji przemian 

Feedback Regulation in the Intracellular Control of Metabolim

T he in tra c e llu la r  sy s tem  of m e tabo lic  re g u la tio n  by  th e  feed b ack  co n tro l of 
en zym atic  a c tiv ity  and  by  m u ltien zy m es com plexes is described . T he ro le  of c o n c e rt­
ed ac tio n  of th e se  sy s tem s an d  rep re sss io n  of enzym e sy n th e s is  is d iscussed .

M echanizm y regulacyjne w komórce żywej, u trzym ujące ciągłość prze­
m ian mimo zmian środow iska tak  zewnątrz, jak wewnątrzkom órkowego, 
można podzielić na dw a typy.

1. Regulację „czynną” utrzym ującą praw idłow y kierunek reakcji m e­
tabolicznych. O bejm uje ona:
a) regulację aktyw ności już gotowych enzymów, głównie poprzez sprzęże­

nie zwrotne,
b) regulację syntezy enzymów de novo, drogą represji enzym atycznej.

Obydwa te m echanizm y, niezależnie od siebie, często działają jednocze­
śnie, co zapewnia skuteczną kontrolę przem ian (38).

2. Regulację „b ierną” , niejako autom atyczną, działającą w w yniku 
określonych zmian w komórce. Przykładem  takiej regulacji może być ha­
mowanie kom petycyjne enzymów, ham ow anie reakcji przez jej produkty 
na zasadzie praw a działania mas, wreszcie w pływ  zmian pH  i innych w a­
runków  fizyko-chem icznych na przebieg reakcji.

Przedm iotem  a rtyku łu  będzie typ  regulacji „czynnej” , głównie m echa­
nizm y regulujące aktyw ności enzymów i ich w spółdziałanie z regulacją 
syntezy enzymów.

I. Regulacja aktywności enzymatycznej

1. Sprzężenie zwrotne

Sprzężenie zw rotne polega na  ham ow aniu (ang. feedback inhibition) 
lub aktyw acji enzym u przez końcowy produkt lub inny m etabolit wielo­
etapow ej przem iany. Dotyczy to zazwyczaj enzym u katalizującego pierw ­

* D r m ed., Z ak ład  R ad iobio log ii i O chrony  Z d ro w ia  In s ty tu tu  B ad ań  Jąd ro w y ch  
w  W arszaw ie
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416 Z. K U R A T O W S K A [2]

szy etap syntezy lub kluczową reakcję łańcucha przem ian (43), przy czym 
katalizow ana reakcja jest praktycznie nieodw racalna. Zm iana aktyw ności 
polega na zmianie powinowactwa enzym u do substra tu  przez czynnik 
działający. Czynnik ten nosi nazwę efektora ujem nego, jeżeli obniża 
aktyw ność enzymu, lub dodatniego, jeżeli ją zwiększa. W yrazem  działania 
efektora jest przesunięcie w układzie w spółrzędnych sigm oidalnej k rzy ­
wej zależności szybkości reakcji od stężenia substra tu  w sposób przedsta­
wiony na rysunku 1.

Rys. 1. P rzeb ieg  re a k c ji en zy m a ty czn e j (oś rzędnych) za leżn ie  od s tężen ia  su b s tra tu  
(oś odciętych); k o n tro ln e j (k) i pod w p ły w em  d z ia łan ia  efek to ró w : +  dodatn iego  

+  +  w yższe s tężen ie  e fe k to ra  dodatn iego , — u jem nego  (w edług  A tk in so n a  (1))

Pierw szy przykład regulacji będącej w istocie ujem nym  sprzężeniem  
zw rotnym  podał D i s c h e (6), k tóry  opisał ham ow anie fosforylacji g lu­
kozy w erytrocytach przez aldehyd fosfoglicerynowy, nie w yjaśniając 
jednak m echanizm u tego zjaw iska. Badania nad ham ującym  działaniem  
izoleucyny na dehydratazę treoniny  (42) oraz nad ham ow aniem  karbam o- 
ilo transferazy asparaginianow ej przez CTP (8, 50) w ykazały, że nie m a 
żadnej analogii struk tu ra lnej ani kinetycznej m iędzy substra tem  a efekto- 
rem , a zatem, że nie jest to ham owanie kom petycyjne. Ponadto ham ow a­
na przez CTP reakcja przyłączania grupy karbam oilow ej do kwasu aspa­
raginowego rozpoczyna cykl biosyntezy zasad pirym idynow ych, a więc 
pierwszy etap syntezy ulega regulacji przez czynnik ham ujący (sche­
m at 1).

W ielu danych o m echanizm ie ham ow ania przez sprzężenie zw rotne 
dostarczyły badania prostych i złożonych cyklów m etabolicznych u bak­
terii i w organizm ach zwierzęcych. Przykładem  złożonego cyklu kon tro ­
lowanego przez sprzężenie zw rotne może być biosynteza cholesterolu 
w wątrobie. N adm iar cholesterolu w diecie lub zwiększenie jego stężenia 
w ew nątrz kom órki w ątrobow ej powoduje zaham owanie syntezy tego 
związku w mikrosomach (35). Na biosyntezę cholesterolu z acetylo-CoA
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składa się 26 reakcji enzym atycznych przedstaw ionych w skrócie na 
schemacie 2, przy czym  wczesne produkty  przem iany: acetylo-CoA i kwas 
P-hydroksy-P-m etyłoglutarow y w łączają się w inne jeszcze reakcje dając 
rozgałęzienia szlaku metabolicznego. W ykazano (34), że nadm iar choleste­
rolu nie w pływ a na tw orzenie się związków ketonowych, k tórych głów­
nym  źródłem w ustro ju  jest kwas (5-hydroksy-P-metyloglutarowy. W obec­
ności cholesterolu przebiegają również praw idłowo 22 reakcje przem ian

O - c f  
\

/ CH2 / NB
/  2 +  Tr+KT̂ -C — H  Karbamoilotransferaza 0 = C  

q _ q  “ 3™ \  asparaginianowa
NHo

V °  - o ^ °
_ /  \  _ Kwasaspara
O O g  inowu 

Fosforan karbamoilu

CTP

V -o "
2 ?  + H* 

c h 2
Karbamoilo­

l l  asparaginian

6 reakcji 
pośrednich

HO OH

S ch em at 1. B iosyn teza  n u k leo ty d ó w  p iry m id y n o w y ch  z k w a su  asparag inow ego
u  E. coli

K r e s k o w a n ą  g r u b ą  s t r z a ł k ą  z a z n a c z o n o  e t a p  h a m o w a n y  p r z e z  s p r z ę ż e n ie  z w r o t n e  (8)

doprow adzających do syntezy tego związku z kw asu mewalonowego. 
Jedyną reakcją  ham ow aną przez cholesterol na drodze sprzężenia zw rot­
nego jest zatem  redukcja  kwasu (5-hydroksy-P-metyloglutarowego do kw a­
su mewalonowego.

----------- Sprzężenie zwrotne--------

KwasKwas /3-hudroksy- * /wuo -------------------
Acetylo-CoA - - - - - ^ f j - m e t y i o g r u t a n w y  — , »  r o m t o y

redukcji

Zwiqzki ketonoweCykl kwasów 
trójkarboksylowych

S ch em a t 2. C ykl b io sy n te ty czn y  ch o le s te ro lu  w  w ą tro b ie

Z a z n a c z o n o  n ie o d w r a c a l n ą  r e a k c j ę  r e d u k c j i  h a m o w a n ą  p r z e z  c h o le s t e r o l  w  d r o d z e  s p r z ę ż e n ia
z w r o t n e g o
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Zaham owanie za m iejscem  rozgałęzienia szlaku biosyntetycznego przez 
gromadzący się produkt nie zakłóca m echanizm u innych reakcji, a związki 
pow stające we wspólnych, nie zaham ow anych reakcjach są w ykorzysty­
wane w innych szlakach m etabolicznych (25).

Odległe efekty regulacji przez ujem ne i dodatnie sprzężenie zwrotne 
można prześledzić w układach m etabolicznych związanych z przem ianą 
energii w komórce: fosforylacji oksydacyjnej i przem iany węglowoda­
nów (44).

Na rolę nukleotydów  adenylow ych jako regulatorów  m etabolizm u po 
raz pierwszy zwrócił uwagę M a n s o u r  (według 18 i 29), k tó ry  wykazał, 
że AM P i jego cykliczny izomer kwas adenozyno-3’, 5’-monofosforowy 
aktyw ują, a ATP — ham uje fosfofruktokinazę m ięśnia sercowego. B ada­
nia nad rolą fosforanów adenozyny w regulacji przem iany pośredniej (1,
2, 9) zostały poparte bilansem  energetycznym  (32). Schem at 3 przedstaw ia 
proponowaną przez A t k i n s o n a  (1) ,,mapę” sterow anych przez AMP, 
ADP i ATP reakcji w cyklu przem ian energetycznych.

Spośród ogniw regulow anych przez fosforany adenozyny najbardziej 
kluczową rolę w w ykorzystaniu energii odgryw ają: syntetaza kw asu cy­
trynow ego, dehydrogenaza kw asu izocytrynowego, fosfofruktokinaza, 
fosfataza fruktozodw ufosforanu.

Gdy kom órka w skutek braku  produktów  azotowych dla biosyntezy 
białka jest „przeładow ana” energią wytw orzoną podczas intensyw nej 
przem iany węglowodanów, nagrom adzony ujem ny efektor — ATP ham uje 
syntetazę kwasu cytrynowego. Enzym  ten  katalizu je reakcję  w łączającą 
acetylo-CoA do cyklu Krebsa. Zaham owanie syntetazy kw asu cytrynow e­
go zwiększa zatem  udział CoA w przem ianie tłuszczowej i syntezie kw a­
sów tłuszczowych m agazynujących w komórce energię. Jednocześnie ATP 
ham uje dehydrogenazę kw asu izocytrynowego, co zwiększa przejściowo 
stężenie kwasu cytrynowego pomimo zm niejszenia jego syntezy. Kwas 
cytrynow y, jako dodatni efektor, aktyw uje z kolei karboksylazę acetylo- 
CoA, katalizującą pierw szy etap syntezy kwasów tłuszczowych. ATP dzia­
łając ponadto jako efektor u jem ny na fosfofruktokinazę i jako dodatni — 
na fosfatazę fruktozodw ufosforanu (39, 41), powoduje nagrom adzenie 
fruktozo-6-fosforanu oraz glukozo-6-fosforanu i glukozo-I-fosf oranu. W y­
wołuje to zwiększenie syntezy wielocukrowców (glikogenu, skrobi lub 
m ukopolisacharydów), a więc związków m agazynujących energię.

Gdy w ydatkow anie energii w zrasta, wówczas grom adzi się AMP (lub 
ADP), co jest sygnałem  do zapoczątkowania reakcji prow adzących do re ­
generacji ATP. N astępuje zaham owanie fosfatazy fruktozodw ufosforanu, 
aktyw acja fosfofruktokinazy i fosforylazy polisacharydów. Uruchom ienie 
cyklu kwasów trójkarboksylow ych k ieru je  CoA w stronę przem ian prow a­
dzących do syntezy związków fosforowych bogatych energetycznie. Do 
tego m echanizm u dołączają się inne przem iany również regulow ane przez
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związki adenylowe, na przykład odwodorowanie niektórych am inokw a­
sów. Sprzężenie zw rotne pozwala zatem  na szybkie przesunięcie przem ian 
w k ierunku w yzw alania lub m agazynowania energii w sposób m aksym al­
nie ekonomiczny, zależny od ak tualnych potrzeb komórki.

S ch em a t 3. R ola zw iązków  ad en y lo w y ch  (A TP, A DP, A M P) w  re g u la c ji p rzem ian y  
en e rg ii w  k om órce  (w ed ług  A tk in so n a  (1))

K r z y ż y k i  o z n a c z a ją  m i e j s c a  d z ia ł a n ia  u je m n e g o  e f e k t o r a ,  g r u b e  s t r z a ł k i  —  e f e k t o r a  
d o d a t n ie g o . C z a r n y m i  ł u k a m i  o z n a c z o n o  e f e k t o r y .  L i n i e  p r z e r y w a n e  ł ą c z ą  e f e k t o r y  z  k o n t r o ­
l o w a n y m i p r z e z  n ie  r e a k c j a m i  e n z y m a t y c z n y m i .  U ż y t e  w  s c h e m a c ie  s k r ó t y :  G1P — g l u k o z o - 2 -  
f o s f o r a n ,  G 6 F  —  g lu k o z o -6 -f o s f o r a n ,  F 6 P  —  f r u k t o z o - 6 -f o s f o r a n ,  F 1 ,G P  — f r u k t o z o - l ,6 - d w u f o s -  

f o r a n ,  P E P  —  k w a s  f o s f o -e n o lo -p ir o g r o n o w y ,  A c C o A  —  a c e t y lo k o e n z y m  A

P rzykłady  regulacji na zasadzie sprzężenia zwrotnego można znaleźć 
niem al w każdym  łańcuchu przem ian m etabolicznych. Efektoram i mogą 
być końcowe produkty  drobno lub naw et wielkocząsteczkowe oraz drobno- 
cząsteczkowe m etabolity  pośrednie. Jako efektory mogą również działać 
stosunkowo nietrw ałe, złożone produkty  pośrednie, jak  to na przykład ma 
m iejsce w regulacji syntezy glikoproteidów przez nukleotydow e pochodne 
kwasu sialowego i glukozoam iny (12, 13).
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2. Mechanizm działania efektorów na enzymy

W edług koncepcji M o n o d a i wsp. (22, 23) w cząsteczce enzym u są 
oprócz centrum  (ów) aktyw nego tak  zwane allosteryczne m iejsca wiążące 
efektory. Miejsce allosteryczne, podobnie jak  centrum  aktyw ne, cechuje 
specyficzność wiązania dla danego efektora, k tó ry  nie może być zastąpiony 
przez żaden inny związek, naw et o bardzo podobnej struk tu rze .

Efektor związany w m iejscu allosterycznym  nie bierze bezpośrednio 
udziału w reakcji katalizow anej przez enzym  ani nie wiąże się w żaden 
sposób z substratem  (45). G rupy chemiczne, które wiążą substra t w cen­
tru m  aktyw nym  enzym u i grupy wiążące efektor w m iejscu allosterycz­
nym , są całkowicie odm ienne (21., 23). Można zatem  zniszczyć własności 
allosteryczne nie powodując zm iany funkcji enzym atycznej białka: na 
p rzykład karbam oilotransferaza asparaginianow& trac i około 90°/o w łas­
ności allosterycznych pod w pływ em  daw ek prom ieniow ania, k tó re  nie 
pow odują w ogóle zm iany aktyw ności enzym atycznej (11). Podobny efekt 
m ożna osiągnąć stosując odpowiednie w arunki ogrzewania, mocznik i sole 
m iedzi (47). Papaina powoduje zniesienie inhibicji fosfatazy fruktozodw u- 
fosforanu przez AMP, nie zm ieniając funkcji enzym atycznej (39).

Związanie efektora w  m iejscu allosterycznym  powoduje zmianę powi­
now actw a enzym u do substra tu , zapewne w skutek zm iany konform acji 
cząsteczki białkowej. Z kolei czynniki zm ieniające konform ację cząsteczki 
b iałka enzymatycznego mogą zmieniać jego właściwości allosteryczne. 
Białko może wówczas zachować zdolność w iązania efektora, p rzestaje  on 
jednak  w yw ierać efekt regulacyjny  (14, 15, 22).

Wiele natyw nych enzymów zbudowanych jest z podjednostek (16, 33, 
40); zm iana w iązań między tym i pod jednostkam i, na przykład  osłabienie 
połączeń poprzez zerw anie m ostków dwusiarczkow ych czy zniszczenie 
w iązań wodorowych (38), powoduje zmianę w łasności allosterycznych en­
zym u (8a). Zm iany te, zależnie od stopnia dysocjacji podjednostek, mogą 
obejm ować reakcje allosteryczne z jednym  lub wielom a efektoram i 
(47, 49).

Różnorodność m iejsc allosterycznych w cząsteczce enzym u w spółdzia­
łających w czynności regulacyjnej odgrywa rolę w przypadkach tak  zw a­
nego „skoordynowanego ham ow ania przez sprzężenie zw rotne” (ang. con- 
certed feedback inhibition). Zjawisko to zachodzi w przypadku syntezy 
lizyny, treoniny, m etioniny i izoleucyny z wspólnego prekursora  — kw asu 
asparaginowego. Nagrom adzenie tylko jednego z produktów  końcowych 
nieznacznie ham uje kinazę (3-asparaginianową, katalizu jącą pierw szy etap  
ich syntezy. Natom iast nagrom adzenie w szystkich czterech am inokwasów 
powoduje silne zaham owanie znacznie przew yższające sum ę efektów  po­
szczególnych aminokwasów. Jest to przykład dużej ekonomii apara tu  bio- 
syntetycznego komórki. Dzięki takiej regulacji aktyw ność enzym u zna j­
dującego się przed rozgałęzieniem  szlaku m etabolicznego nie jest ham o-
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w ana przez produkt tylko jednej z gałęzi tego szlaku, co um ożliwia 
powstawanie pozostałych m etabolitów . Nie jest w yjaśnione, czy m iejsca 
allosteryczne dla każdego z tych  aminokwasów znajdu ją  się w oddzielnych 
podjednostkach enzym u (5) czy też kinaza P-asparaginianowa jest kom ­
pleksem  kilku enzymów, z których każdy jest w rażliw y na inny am ino­
kwas (37).

3. Układy wieloenzyniatyczne

Powiązanie enzymów katalizujących szereg reakcji jednego łańcucha 
m etabolicznego w duże zespoły stanow iące jednostkę czynnościową 
i s truk tu ra lną  odgrywa doniosłą rolę w regulacji m etabolizm u, zwłaszcza 
u organizmów wyższych. Znaczenie związków allosterycznych pom iędzy 
cząsteczkami poszczególnych enzymów w tej regulacji jest szczególnie 
w yraźne w przypadku kompleksów enzymów zaw artych w supernatancie 
po odwirowaniu s tru k tu r podkom órkowych przy 105 000 g. Dobrym  przy ­
kładem  takiego kom pleksu jest zespół enzymów katalizujących biosyntezę 
wyższych kwasów tłuszczow ych (17, 27). Zespół ten, zw any syntetazą 
kwasów tłuszczowych, składa się. z siedm iu aktyw nych cząsteczek białko­
wych: enzym u kondensującego, dwóch reduktaz, dehydrogenazy oraz 
transferaz kwasu malonowego, palm itynowego i octowego.

Poszczególne składniki tego kom pleksu są powiązane ze sobą w specy­
ficzny sposób zapew niający w ieloraką czynność enzym atyczną. Rozbicie 
kom pleksu na poszczególne enzym y znosi niem al całkowicie ich ak tyw ­
ność. In terakcja  cząsteczek białkow ych kom pleksu nosi cechy związku 
allosterycznego.

Kompleksem w ieloenzym atycznym  jest również dehydrogenaza k\yasu 
pirogronowego, która składa się z 64 podjednostek enzymów reduktazow o- 
transacetylazow ych otoczonych przez 16 cząsteczek dekarboksylazy piro- 
gronianowej i 8 cząsteczek dehydrogenazy am idu kwasu liponowego 
(7, 33). Po rozszczepieniu kom pleksu poszczególne enzym y zachow ują 
wprawdzie własności katalityczne, jednakże szybkość poszczególnych re ­
akcji jest znacznie m niejsza.

Centra 
1aktywne

+

\ e„fra/  Kompleks
allosteryczne

Rys. 2. In te ra k c je  a llo ste ryczne  m iędzy  dw om a enzym am i. Z w iązek  w  m ie jscach  
a llo ste ry czn y ch  w p ływ a m o d y fik u jąco  n a  czynność k a ta lity c z n ą  cen tró w  a k ty w ­

n y ch  (w ed ług  16)
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W takich kom pleksach w zajem ny związek m iędzy m iejscam i alloste- 
rycznym i enzymów (rysunek 2) m odyfikuje czynność katalityczną każ­
dego z nich i w pływ a na powinowactwo centrum  aktyw nego do substra tu  
(16). Istnienie kompleksów enzymów rozpuszczalnych, skupiających kolej­
ne etapy danej przem iany na m ałej przestrzeni, zapobiega rozproszeniu 
enzymów i produktów  pośrednich w cytoplazm ie i zapew nia m aksym alną 
ekonomię procesów biochemicznych w komórce.

II. Koordynacja systemów regulacyjnych w komórce

Obok już omówionych, działa w komórce również regulacja syntezy 
enzym u i jego stężenia w komórce. Je j podstaw owym i m echanizm am i są 
procesy represji, derepresji i indukcji enzym atycznej (26). Procesy te są 
pod bezpośrednią kontrolą apara tu  genetycznego i leżą u podstaw  różni­
cowania komórkowego (19).

M echanizm represji enzym atycznej działa zazwyczaj równolegle ze 
sprzężeniem  zw rotnym , lecz sprzężenie zw rotne odnosi się zwykle do jed ­
nego enzym u w łańcuchu m etabolicznym , zaś represja  obejm uje kilka 
lub, jak w przypadku tzw. represji skoordynow anej, w szystkie enzym y 
danego szlaku przem iany (20). Często ten  sam etap jest pod kontrolą za­
równo sprzężenia zwrotnego, jak  represji. M echanizm rep resji jest bardzo 
czuły, w rażliw y na stężenia m etabolitów  (28) w ielokrotnie niższe niż 
stężenia urucham iające sprzężenie zwrotne. U jaw nia się natom iast póź­
niej, gdyż u podstaw  represji leży zaham owanie pow staw ania mRNA spe­
cyficznego dla syntezy danego enzym u (3).

Zwiększenie stężenia m etabolitu w komórce urucham ia przede w szyst­
kim regulację poprzez sprzężenie zwrotne, co obniża aktyw ność pierw sze­
go lub kluczowego enzym u danego łańcucha przem ian. W łączenie tego 
m echanizm u następuje w przeciągu sekund. W następnym  etapie dołącza 
się m echanizm  represji tego samego enzym u i szeregu innych  w tym  łań ­
cuchu. Ponieważ w organizm ach wyższych w ystępują n iem al zawsze roz­
gałęzione łańcuchy przem ian, m ające liczne ogniwa wspólne, kontrola 
tylko na zasadzie sprzężenia zwrotnego powodowałaby nierów nom ierny 
spadek stężenia niektórych m etabolitów  przy stale podw yższającym  się 
poziomie syntetyzowanego nadal enzym u, k tó ry  w skutek działania sprzę­
żenia zwrotnego ma zmniejszone powinowactwo do substra tu . Pow staniu  
chaosu metabolicznego zapobiega m echanizm  represji enzym atycznej za­
czynający działać po pew nym  czasie. Gdy stężenie produktów  w kom órce 
obniży się tak, że w ystąpi zapotrzebowanie na nie w łączają się stosunkow o 
powolne m echanizm y skoordynow anej derepresji (24). W zrasta wówczas 
w komórce stężenie efektorów dodatnich, które szybko ak tyw ują  enzym y 
allosteryczne. Skojarzone działanie represji, derepresji i sprzężenia zw rot­
nego zapewnia utrzym anie stężeń produktów  przem iany pośredniej w sta ­
nie bliskim  równowagi.
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A t k i n s o n  (1) przedstaw ił ten  m echanizm  w sposób następujący 
(rysunek 3): jeżeli stężenie produktu  reakcji w komórce w zrasta (Al), za­
ham ow anie na zasadzie sprzężenia zwrotnego pierwszego enzym u powo­
du je  spadek poniżej stanu wyjściowego poziomu produktu  końcowego (A2) 
i w szystkich pośrednich produktów  przem iany. Po dłuższym  czasie (A3) 
w szystkie enzym y łańcucha ulegną skoordynow anej represji i stężenie 
produktów  pośrednich wzrośnie do stanu  równowagi. W porów naniu z mo­
m entem  w yjściow ym  (Al) reakcja enzym atyczna przebiega wolniej z po­
wodu niższego stężenia i aktyw ności enzymu. Gdy stężenie produktów

1
BRAK SYSTEMU 
KONTROLNEGO

SPRZĘŻENIE ^  
ZWROTNE

3
SPRZEZENIE 

ZWROTNE / REPRESJA

Ą Nad mi a r produktu kor)c owego

-  —

f i  Nadm i a r  produktow  po średnich

Q Zwięk szone zapotrzebo wanie

D

™ — <—

R ys. 3. K o o rd y n ac ja  sy s tem ów  w ew n ą trzk o m ó rk o w e j re g u la c ji m e tabo lizm u  w g (1)
G r u b e  c z a r n e  o d c in k i  o z n a c z a ją  k o le jn e  p r o d u k t y  p r z e m ia n y .  L i n i a  p o z io m a  p r z e d s t a w ia  s t a n  

r ó w n o w a g i. S z c z e g ó ło w e  o b ja ś n ie n ia  w  t e k ś c ie

pośrednich wzrośnie na skutek doprow adzenia ich z zew nątrz to przy za­
chowanej biosyntezie (BI), zwiększy się ilość produktu  końcowego, k tóry  
będzie ham ował pierw szy enzym  (B2) i obniżał szybkość reakcji dopóty, 
dopóki tworzenie się produktu  końcowego i poprzedzających go m etaboli­
tów nie osiągnie wielkości początkowej. Skoordynow ana represja  enzy­
mów pośrednich z jednoczesnym  zm niejszeniem  zaham owania zwrotnego 
powoduje szybszy powrót stężenia w szystkich składników  do norm y (B3). 
O dw rotna sy tuacja może powstać wobec zwiększonego zapotrzebow ania na 
produkt końcowy (C) lub produkty  pośrednie (D). W tym  przypadku działa 
m echanizm  dodatniego sprzężenia zwrotnego i następnie skoordynow anej 
derepresji (Cl — 3, D l — 3), co prowadzi do przyw rócenia równowagi. 
Schemat A tkinsona dotyczy nie tylko prostej, nierozgałęzionej drogi m eta­
bolicznej, ale całej skom plikowanej siatki przem ian w komórce.
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Omówione system y regulacyjne m ają podstawowe znaczenie w fizjo­
logicznej adaptacji kom órki do zmian środow iska wew nętrznego w proce­
sach dojrzew ania, rozwoju i starzenia. Nie jest natom iast jasne ich zna­
czenie w reakcjach patologicznych w ustro ju .

P o t t e r  (30) w ysunął hipotezę, że w  nowotworach brak  niektórych, 
podlegających mechanizm om  regulacyjnym , enzymów o podstaw owym  
znaczeniu w przem ianach katabolicznych. P o tte r tłum aczył to w ystępow a­
niem  delecji w elem entach genetycznych steru jących  m echanizm am i kon­
trolnym i. Delecje te w arunkow ałyby przekształcenie kom órek norm alnych 
w nowotworowe, a m ogłyby być w yw oływ ane przez różne czynniki rako­
twórcze. Zdaniem  Pottera  spowodowane delecjam i zaburzenia procesów 
indukcji, represji i derepresji prowadzą do całkowitego zaham ow ania syn­
tezy niektórych i nadm iernego tw orzenia się innych enzymów. Hipoteza ta 
nie utrzym ała się, ponieważ liczni autorzy w ykazali obecność wszystkich 
norm alnych enzymów w tkankach  nowotworowych.

S i p e r s t e i n  i F a g a n  (34) stw ierdzili natom iast w cyklu biosyn­
tezy cholesterolu w nowotworze w ątroby (w przeciw ieństw ie do w ątroby  
regenerującej) brak norm alnego m echanizm u ham ow ania przez sprzężenie 
zwrotne aktyw ności enzym u katalizującego syntezę kw asu m ewalono- 
wego. Autorzy uw ażają, że cechą charakterystyczną enzymów tkanek  
nowotworowych jest brak  oddziaływania na efektory  ujem ne. Tłum acze­
nie tego zjaw iska może być dwojakie: Zaburzenie to polegałoby na zm ianie 
centrum  allosterycznego, co uniem ożliwia wiązania efektora, lub na braku 
zmian konform acji po związaniu z czynnikiem  allosterycznym . Nie można 
jeszcze powiedzieć czy analogiczne zaburzenia regulacji w ystępują  w  in ­
nych cyklach m etabolicznych kom órek nowotworowych. Stwierdzono (46) 
obniżenie aktyw ności niektórych enzymów glikogenolizy i glikoneogenezy 
w  niektórych nowotworach w ątroby, co tłum aczono zm niejszonym  powi­
now actw em  enzym u do substra tu , być może na skutek trw ałego związ­
ku enzym u z ujem nym  efektorem  allosterycznym . W h e e 1 e r (48) ob­
serw ow ał zm iany kinetyki enzym atycznej procesów katabolicznych kw a­
sów nukleinow ych w tkankach nowotworowych przypisując je n iepraw i­
dłowemu sprzężeniu zwrotnem u. N atom iast P r  a g  e r  i wsp. (31) nie 
wykazali różnic m iędzy ham ow aniem  przez sprzężenie zw rotne karba- 
m oilotransferazy asparaginianow ej w leukocytach norm alnych i białacz- 
kowych. W ydaje się, że zm iany procesów regulacyjnych enzymów tkanek  
nowotworowych są raczej w tórne i nie mogą być traktow ane jako p rzy ­
czyna patologicznego rozrostu.

Na uwagę zasługuje szczególnie postać tzw. młodzieńczej dny mocza­
nowej, w której biosynteza kwasu moczowego nie podlega norm alnym  
mechanizmom regulacji (10). Kluczowym  enzym em  biosyntezy puryn  
podlegającym  kontroli poprzez sprzężenie zw rotne jest am idotransferaza 
fosforybozylopirofosforanowa. Enzym ten  ma dwa cen tra  allosteryczne: 
dla rybonukleotydu adenylowego i dla rybonukleotydu guanylowego (4).
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W przypadku dny młodzieńczej enzym  ten nie jest w rażliw y na norm alne 
inhibitory  allosteryczne, prawdopodobnie w skutek genetycznie uw arunko­
wanego defektu s tru k tu ry  w ew nętrznej enzym u uniem ożliwiającego w ią­
zanie efektorów  (36).

Na pograniczu patologii i fizjologii leżą zm iany procesów regu lacy j­
nych w yw ołane działaniem  leków z grupy środków uspokajających (1). 
W narkom anii procesy regulacyjne są przesunięte na inny  poziom, toteż 
nagłe odstaw ienie narkotyku w yw ołuje „kryzys m etaboliczny” objaw ia­
jący się w komórce nadm iarem  niektórych produktów  przem iany i burzli­
wym i reakcjam i ustro ju . Stopniowe odstaw ianie leku umożliwia powrót 
system ów regulacyjnych do równowagi. Podobne sytuacje pow stają 
w przew lekłych stanach chorobowych, pow odujących długotrw ałe zm ia­
ny  system u kontroli, jak na przykład w przew lekłej niewydolności k rąże­
nia, czy w m arskości w ątroby  (1).
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m
A N NA ODRZYWOLSKA*

Struktura i własności makroglobuliny y M

Structure and Properties of Macroglobulin y\I

T h e p ro p e r tie s  and  s tru c tu re  of m acro g lo b u lin  y  M a re  described .

M akroglobulina Y M jest wysokocząsteczkowym, heterogennym  biał­
kiem  surowicy, zaw ierającym  do 10°/o węglowodanów i w ykazującym  ak­
tywność przeciwciała; stanow i ona 5— 10%  w szystkich im m unoglobulin. 
Po raz pierw szy w ykryto  ją u koni hyperim m unizow anych wielocukrow- 
cem pneumokoków (34). Później obecność jej stw ierdzono również w suro­
wicach innych zw ierząt oraz w norm alnych i patologicznych surowicach 
ludzkich. Na podstaw ie ruchliwości elektroforetycznej w pH  8,6 białko to 
zaliczono do Y-globulin, w ędru je ono nieco szybciej od głównego składnika 
tej frakcji — ZS^G-globuliny. W elektroforezie strefow ej w ystępuje m ię­
dzy y i (3-globulinami. W im m unoelektroforezie daje linię precypitacyjną 
w strefie (32 i z tego powodu bywa określane sym bolem  (32M. Ciężar 
cząsteczkowy YM-globulin jest rzędu 1 m iliona. W artość stałej sedym en­
tacji głównej kom ponenty tej frakcji białek wynosi 19S i od niej wywodzi 
się spotykana często nazwa 19S Y-globulina. W edług K om itetu Nom enkla­
tu ry  dla ludzkich im m unoglobulin przy Światowej O rganizacji Zdrowia 
wysokocząsteczkowe Y-globuliny oznacza się sym bolam i yM, lub IgM.

Stosując m etody chemiczne i enzym atyczne rozbito cząsteczki Y-globu­
lin na m niejsze jednostki s truk tu ra lne  i indyw idualne łańcuchy polipep- 
tydowe. N ajdokładniej są scharakteryzow ane globuliny klasy  yG. Na tej 
frakcji opracowano m odel podstawowej s tru k tu ry  składającej się z dwóch 
ciężkich i dwóch lekkich łańcuchów polipeptydow ych, połączonych między 
sobą m ostkam i dwusiarczkowym i i w iązaniam i nieko w alencyjny mi (23,
29). Łańcuchy lekkie są podobne, albo identyczne u w szystkich poznanych 
dotąd typów Y-globulin, natom iast łańcuchy ciężkie są specyficzne dla 
każdej klasy. W yniki badań nad s tru k tu rą  i w łasnościam i imm unoglobulin 
przedstaw iono w  w yczerpujących artyku łach  przeglądow ych (5, 28, 43, 
67), uw zględniających głównie obserw acje odnoszące się do najlepiej po-

* M gr, Z ak ład  B iochem ii In s ty tu tu  R eum ato log ii, W arszaw a
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znanych cząstek 7SyG-globulin. Obszerne inform acje o w łasnościach sero­
logicznych imm unoglobulin klasy yG i yM można znaleźć w pracy P i ­
k e , a (58).

Fizykochemiczne dane o m akroglobulinach są jeszcze fragm entaryczne, 
w skazują jednak na istnienie podobieństw  m iędzy yM i yG-globulinami.

Większość badań przeprowadzono na m akroglobulinach typu  W alden- 
strom a, które są patologicznym  odpowiednikiem  yM globulin norm alnych, 
nie różnią się od nich pod względem  składu aminokwasów i posiadają 
wspólne z nimi determ inanty  antygenow e (40, 44, 52).

I. Otrzymywanie yM-globuliny

Uzyskanie względnie jednorodnego prepara tu  19S globulin jest trudne. 
Proces ich otrzym yw ania składa się zazwyczaj z dwóch etapów. W pierw ­
szym oddziela się je od głównej m asy białek surowicy, najczęściej drogą 
w ytrącania przy niskiej sile jonowej przez rozcieńczenie surow icy wodą 
(24, 33, 49), albo dializę wobec buforu (12, 25). N astępnie w yodrębnia się 
frakcję 19S' za pomocą chrom atografii na DEAE  celulozie (25) lub sączenia 
na żelach agarowych (49). C h a p l i n  i wsp. (12) otrzym ali czystą frakcję 
yM -globuliny stosując kolejno dializę, ultraw irow anie w  gradiencie gęs­
tości, chrom atografię na DEAE  celulozie i sączenie przez Sephadex  G 200.
O n u e i wsp. (56) otrzym ali w  wysokim  stopniu oczyszczony prepara t 
przez połączenie m etody elektroforetycznej na blokach agarow ych i sącze­
nie przez Sephadex  G 200.

II. Własności fizykochemiczne

Ciężary cząsteczkowe y M -globulin ludzkich i zwierzęcych oznaczone 
różnym i m etodam i mieszczą się w granicach od 0,75 do 1,28X106 (7, 32, 
41, 42, 49, 50). W ultraw irów ce zarówno norm alne, jak  i patologiczne 
y M -globuliny w ykazują charakterystyczną heterogenność: około 90% 
frakcji stanowi kom ponenta o stałej sedym entacji m iędzy 17—20S, po­
została część — cząstki około 30 i 35—40S, będące praw dopodobnie 
dim erem  i trim erem  głównego składnika (30, 32, 49).

Dla oznaczenia cech m orfologicznych przeciwciał A l m e i d a  i wsp. 
(1) imm unizowali św inki m orskie w irusem  FMDV (foot and m outh  disease 
virus) i porównywali w mikroskopie elektronow ym  kom pleksy utw orzone 
przez w irus z izolowanymi 7S i 19S im m unoglobulinam i. O bydw a rodzaje 
przeciwciał w obrazie m ikroskopowym  m ają postać w łókna o rozm iarach 
w przybliżeniu, dla 7S  globulin 27X250 A, dla 19S  globulin 50X370 A.

Globuliny klasy y M są nierozpuszczalne w  wodzie, rozpuszczają się 
w obojętnych roztw orach soli i w alkaliach. W pH  11,9 u legają częścio­
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wej denaturacji (39). Usunięcie wody przez liofilizację prowadzi do zmian 
struk tu ra lnych  i białko staje  się nierozpuszczalne (41). G uanidyna i de­
tergen ty  powodują odw racalne zm iany z w zrastającą asym etrią we wzo­
rze sedym entacji. Te efekty  wiąże się z odw racalną asocjacją cząstek (8). 
Nie stw ierdzono zmian w stałych sedym entacji przy różnych pH  w gra­
nicach 3,5—8,6 i w 6,6M roztworze mocznika. U ltradźw ięki nie powodują 
rozbicia m akrocząsteczki na pod jednostki (60). Duże rozbieżności w yka­
zują w artości granicznej liczby lepkości, które dla różnych preparatów  
m akroglobulin w ahają się od 0,06 dlg-1 do 0,2 dlg-1 (8 , 36, 39, 49). 
P unk t izoelektryczny zaw arty  jest w przedziale pH  6,4—7,7 (8 , 39).

III. Struktura yM globulin

1. Degradacja chemiczna

Pod wpływem  związków sulfhydrylow ych, na przykład m erkaptoeta- 
nolu, m akrocząsteczka ulega rozbiciu na podjednostki o stałej sedym en­
tacji około 7S (19, 24). Po usunięciu czynnika redukującego podjednostki 
te tworzą agregaty około 13 i 18S, które można ponownie rozbić dzia­
łając czynnikiem  redukującym  (20). W prowadzenie związków blokują­
cych grupy sulfhydrylow e zapobiega pow staw aniu agregatów (17, 18). 
Działanie innym i związkami redukującym i: cysteiną i tiotreitiolem  pro­
wadzi również do rozbicia m akrocząsteczki na podjednostki, oznaczone 
symbolem  y M$, o bardzo podobnych w artościach stałej sedym entacji 
i ciężarze cząsteczkowym 185 000 (49). M ostki siarczkowe są praw dopo­
dobnie jedynym i w iązaniam i łączącym i podjednostki w m akrocząsteczki 
19S, ponieważ w w arunkach, w k tórych  w iązania niekow alencyjne u le­
gają rozerwaniu, cząsteczki 19S nie rozpadają się (19). Fakt, że po redukcji 
nie zwiększa się ilość N-końcowych am inokwasów, w skazuje, że w iązania 
peptydowe również nie biorą udziału w łączeniu podjednostek (50, 55,
60). Zalkilowane m onom ery 7S (y M$) podobnie jak  zredukow ane y G- 
-globuliny ulegają w środowisku IN  kw asu octowego lub propionowego 
dysocjacji na łańcuchy polipeptydow e ciężkie i lekkie (26, 42). Ciężary 
cząsteczkowe lekkich łańcuchów zarówno yM, jak  i yG-globulin wynoszą 
około 23 000 (15, 26, 64), natom iast łańcuchy ciężkie y M -globulin (1*1) 
m ają większy ciężar cząsteczkowy (około 70 000) niż łańcuchy ciężkie 
y G-globulin (około 50 000) (15, 42, 57, 65).

Ilość grup -SH uw alnianych podczas redukcji y M -globulin wskazuje 
na obecność 24—25 wiązań dw usiarczkow ych w  cząsteczce (50). Ponieważ 
redukcja tej ilości wiązań w ystarcza do uw olnienia w szystkich łańcu­
chów peptydowych, a w  stosow anych w arunkach tylko w iązania m iędzy- 
łańcuchowe ulegają rozerw aniu, liczba ta  reprezen tu je  całkow itą ilość
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wiązań m iędzyłańcuchowych. Na podstaw ie proporcji łańcuchów ciężkich 
i lekkich w podjednostkach y Ms i stosunku grup sulfhydrylow ych na 
łańcuchach ciężkich i lekkich (4:1), M i l l e r  i M e t z g e r  (50, 51) 
uw ażają za prawdopodobne, że jej podstaw owa s tru k tu ra  nie różni się 
od czterołańcuchowego modelu przyjętego przez większość badaczy dla 
cząsteczki y G -globulin (26, 27, 45, 59).

2. Charakterystyka łańcuchów

Łańcuchy lekkie y M i y G -globulin w ykazują wiele wspólnych cech. 
Jednakow o zachow ują się w elektroforezie na żelu skrobiowym  w buforze 
mocznik—kwas m rówkowy pH  5,3 i mocznik—glicyna w środowisku obo­
jętnym  (9, 15), m ają podobny skład am inokwasowy i są nosicielami 
determ inant antygenow ych, wspólnych dla obu klas globulin (12, 15, 16,
30).. Znaczne różnice w ykazano pom iędzy łańcucham i ciężkimi, które 
posiadają determ inan ty  antygenow e specyficzne dla każdej k lasy  glo­
bulin  (14, 31). W elektroforezie łańcuchy ia yM -globulin w ykazują m niejsza 
ruchliwość niż łańcuchy y (14). P rzy  tym  sam ym  jakościowym  składzie 
aminokwasowym  łańcuchów y i m- stw ierdzono dość znaczne różnice iloś­
ciowe. Łańcuchy ludzkich y M -globulin zaw ierają więcej alaniny, argi- 
n iny i izoleucyny, a m niej seryny i ty rozyny  w porów naniu z łańcucham i 
y (12). U królików w ciężkich łańcuchach IgM zawartość seryny, alaniny
i fenyloalaniny jest wyższa, a kw asu asparaginow ego m niejsza (42).

Analiza am inokwasów skrajnych  w skazuje na obecność różnych łań ­
cuchów peptydowych. Podobnie jak  w ludzkiej y G -globulinie jako N- 
-końcowe am inokwasy w przewadze w ystępu ją  kw asy asparaginowy
i glutam inow y (4, 37, 60), znaleziono również serynę, alam inę i glicynę 
(39). Dw upeptydow ą sekw encję C-końcowych am inokwasów stanow i 
prawdopodobnie tyrozylocysteina, chociaż nie w yklucza się możliwości 
sekwencji odw rotnej (22).

Z polipeptydow ym i łańcucham i, przede w szystkim  ciężkimi yG
i y M -globulin związana jest kom ponenta węglowodanowa. W łańcuchach 
n jest jej praw ie czterokrotnie więcej, niż w łańcuchach y.

Części peptydow a i w ielocukrowa w y G -globulinach połączone są 
wiązaniem  kow alencyjnym  przez (5-karboksyl kwasu asparaginow ego (53,
61). W m akroglobulinach praw dopodobnie również w ystępu ją  w iązania 
kow alencyjne (39). W różnych obszarach ciężkiego łańcucha v  jest roz­
mieszczonych 5— 6 łańcuchów oligosacharydowych (3).

G likopeptydowa frakcja  y M i y G-globulin różnią się znacznie sk ła­
dem aminokwasowym. C l a m p  i P u t n a m  (13) wyq*irębnili z y G- 
-globuliny ludzkiej dwa glikopeptydy, które zaw ierały asparaginę, treo- 
ninę, serynę, kwas glutam inow y, tyrozynę i argininę. W frakcjach  gliko- 
peptydow ych m akroglobuliny W aldenstrom a oprócz asparaginy, kw asu 
glutaminowego, seryny i treoniny  w ystępujących w takich sam ych lub
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podobnych proporcjach jak  w y G -globulinach, stw ierdzono również 
obecność lizyny, fenyloalainy, proliny, glicyny, alaniny i histydyny, a brak 
tyrozyny i argininy (3).

3. Rozszczepienia enzymatyczne

Trawienie y M -globulin enzym am i proteolitycznym i prowadzi do roz­
szczepienia m akrocząsteczki na fragm enty  o m niejszych ciężarach czą­
steczkowych. P a p p e n h e i m e r  i P e t e r m a n  (cytowane według 
33) używ ając pepsyny odszczepili z mało oczyszczonego preparatu  imrriu- 
globuliny końskiej o ciężarze cząsteczkowym  około 1 miliona, fragm ent
o ciężarze cząsteczkowym około 100 000, k tó ry  uważali za identyczny 
z fragm entem  pepsynowym  yG-globulin. H a r  b o e (33) stw ierdził jed­
nak, że yM -globulina traw iona pepsyną ulega znacznie szybszemu i dalej 
posuniętem u rozkładowi niż yG-globulina hydrolizow ana w tych samych 
w arunkach, a niedializujący fragm ent ^M -globuliny jest lżejszy od pep- 
synowego fragm entu  yG-globuliny. M i h a e s c o  i S e l i g m a n n  (48) 
z hydrolizatu pepsynowego m akroglobuliny W aldenstrom a, uzyskali dwie 
frakcje. Lżejszą, stanow iącą około 80%  m ateria łu  reprezen tu ją  drobne 
peptydy. W drugiej frakcji w ystępuje składnik hom ogenny przy u ltraw i- 
rowaniu, k tóry  w im m unoelektroforezie z an ty  IgM daje jedną linię pre- 
cypitacyjną. Z badań podwójnej dyfuzji w żelu w ynika, że fragm ent ten  
jest antygenowo uboższy od natyw nej yM i podjednostki yMs, ale zawiera 
wszystkie determ inan ty  antygenow e łańcuchów lekkich i część determ i­
nan t antygenow ych łańcuchów ciężkich, podobnie jak  fragm enty  wiążące 
antygen (Fab) yG-globulin.

M i l l e r  i M e t z g e r  (51) traw ili trypsyną nienaruszoną cząstkę
Y M -globuliny i pow stającą przez jej redukcję podjednostkę y Ms (sche­
m at 1). Z y M -globuliny pow staje m ieszanina produktów , z której przez 
sączenie przez Sephadex  G 100 w yodrębniono trzy  w ysokom olekularne 
składniki: A, B i C. N atura  kom ponenty A nie została wyjaśniona. 
Kom ponentę B, o ciężarze cząsteczkowym  114 000, stanow i fragm ent zło­
żony z łańcuchów ciężkich i lekkich, hom ogenny pod względem sedy­
m entacji i jednorodny w im m unoelektroforezie. Fragm ent C ma ciężar 
cząsteczkowy 47 000, zaw iera determ inan ty  antygenow e łańcuchów cięż­
kich i lekkich. W ystępuje w nim  pojedynczy m ostek dwusiarczkowy. 
W w yniku traw ienia  yMs pow stają dwa produkty: y M s - I  i y M s - I I .  

Fragm ent yMs-I odpowiada połowie cząsteczki niezredukow anego frag ­
m entu B i jest z nim  identyczny pod względem  antygenow ym . Fragm ent
Y M s - I I  różni się nieznacznie ciężarem  cząsteczkowym  od fragm entu C ,  

a w porów naniu z y M s - I  jest uboższy o pewne determ inan ty  antygenowe 
łańcucha ix. Redukcja fragm entów  B i C prowadzi odpowiednio do pow­
stania produktów  y Ms-I i Y M s - I I .  Trypsynow e fragm enty  y M -globulin
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w ykazują uderzające podobieństwo do pepsynowych i papainow ych frag ­
m entów Fab y G-globulin (10, 45, 54).

Badania nad traw ieniem  papainą w obecności cysteiny przeprowadziło 
kilku autorów  na p reparatach  m akroglobuliny W aldenstrom a (21, 46, 48, 
56) oraz na norm alnej IgM królika (66). M i h a e s c o  i S e l i g m a n n  
(48) po 24-godzinnej hydrolizie enzym atycznej otrzym ali m ieszaninę pro­
duktów, która na żelu Sephadeoc G 100 rozdziela się na 4 frakcje. W p ier­
wszej w ystępuje fragm ent uboższy antygenow o od natyw nej cząsteczki, 
od podjednostki y Ms i pełnego p repara tu  łańcuchów ciężkich i nie zawie-

S ch em at 1. R ozszczepienie try p sy n ą  y  M -g lo b u lin y  i p o d je d n o s tk i '/M s 
----------------- ł a ń c u c h  c ię ż k i ,  ----------------- ł a ń c u c h  l e k k i ....................... w ią z a n ie  d w u s ia r c z k o w e , —ii— z r e ­

d u k o w a n e  w ią z a n ie  d w u s ia r c z k o w e

ra jący  determ inant antygenow ych łańcuchów  lekkich. F rakcja  ta  stanow i
2— 5°/o całkowitego białka i odpowiada praw dopodobnie fragm entow i 
krystalizującem u (Fc) y G-globulin. We frakcji drugiej w ystępuje poje­
dynczy produkt praw ie identyczny z pepsynow ym  fragm entem  Fab y M, 
ale o nieco większej ruchliwości elektroforetycznej. F rakcji trzeciej
i czw artej zaw ierających m ieszaninę m niejszych fragm entów  nie anali­
zowano. Ilość dializujących peptydów  wynosi około 60%  całkowitego 
białka. O n u e i wsp. (56) traw ili papainą w obecności cysteiny podjed- 
nostkę y Ms. Po 16-godzinnej hydrolizie 48% białka ulega rozpadow i do 
dializujących peptydów. Reszta uw alnia się w postaci m ieszaniny frag ­
m entów  3,2S, o ciężarze cząsteczkowym  50 000, składających się z n ie­
naruszonych łańcuchów lekkich i części łańcuchów ciężkich. W ykazują
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one wiele cech wspólnych z fragm entem  Fab 7 G. Po krótkotrw ałym  
traw ieniu  papainą (45 min.) autorzy uzyskali frakcję  odpowiadającą 
(Fc) Y G-globulin, która zaw iera większość determ inant antygenow ych 
w ystępujących w nienaruszonej cząsteczce. Z tym  odcinkiem  łańcuchów 
ciężkich związana jest większość kom ponenty węglowodanowej. U n g a r -  
W a r o n i wsp. (66) z traw ionej papainą króliczej globuliny IgM uzyskali 
dwie frakcje, odpowiadające fragm entom  Fab I i Fab II IgG. Obie frakcje 
reagow ały z surowicą an ty  Fab IgG, prawdopodobnie na skutek obecności 
w spólnych determ inan t antygenow ych w łańcuchach lekkich y M i Y G- 
globulin.

Na podstaw ie uzyskanych dotychczas danych uważa się że m akroczą­
steczka y M -globulin składa się z 5 podjednostek Y Ms, a cały układ 
pentam eryczny stabilizow any jest m ostkam i dwusiarczkowym i między 
łańcucham i ciężkimi podjednostek. Liczba i lokalizacja w iązań łączących 
podjednostki nie jest znana. Ponieważ podjednostki Y Ms w ykazują ten ­
dencję do łączenia się w cząsteczkę o określonej wielkości, a nie tworzą 
przypadkow ych polimerów, M i l l e r  i M e t z g e r  (50) dysku tu ją  możli­
wość uporządkow ania podjednostek w term odynam icznie stabilny p ier­
ścień.

Z w artości czasów relaksacji, uzyskanych na podstaw ie pomiarów 
polaryzacji fluorescencji m akrocząsteczki, podjednostki Y Ms i trypsy- 
nowego fragm entu  Fab n sprzężonych z chlorkiem  2-dwum etyloam ino- 
naftalenosulfonylu, M e t z g e r  i wsp. (47) przypisują Y M -globulinie 
konform ację elastyczną, to jest taką, w k tórej poszczególne kom ponenty 
m akrostruk tu ry  nie są związane ze sobą w sposób sztyw ny.

Sposób ułożenia łańcuchów w ew nątrz cząsteczki nie jest znany. 
J i r g e n s o n  (38) badając dyspersję  ro tacji optycznej Y M -globulin 
stw ierdził istnienie a-heliksu w cząsteczce. C a l l a g h a m  i M a r t i n  
(6) na podstaw ie wartości z zachow ania się skręcalności optycznej w po­
larnych i niepolarnych rozpuszczalnikach sugeru ją obecność praw oskręt- 
nej a-spirali i form  p w cząsteczce.

IV. Związek pomiędzy strukturą i funkcją przeciwciała

Im m unoglobuliny Y M w ykazują cechy przeciwciał kom pletnych, co 
w reakcji serologicznej w yraża się zdolnością do swoistego łączenia się 
z antygenem , a w zależności od badanego układu, precypitacją, ag lu ty­
nacją, liżą lub neutralizacją  w irusa. U zyskane przez zredukow anie m akro­
cząsteczki podjednostki yMs, w  przeciw ieństw ie do zredukow anych
Y G-globulin, tracą  zdolność do w yw ołania drugiego etapu reakcji sero­
logicznej, co nie jest spowodowane uszkodzeniem  m iejsc wiążących 
antygen. Zdolność w iązania an tygenu jest zachowana w przypadku 
przeciwciał an ty  Rh, które po redukcji daw ały pozytyw ną reakcję w teście
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Coombsa (11). Okazało się, że zredukow ane izoaglutyniny powodują 
ham owanie aglutynacji przez natyw ne izoaglutyniny (35). Uzyskano też 
specyficzne ham ow anie nie zredukow anego homologicznego system u pre- 
cypitującego przez produkty  redukcji wysokocząsteczkowych przeciwciał 
skierow anych na album inę surow icy bydlęcej (2). Podjednostki uzyskane 
przez redukcję i alkilację IgM anty-Y-globulin w ykazują aktyw ność an ty  
y-globulinową (62,63). Bezpośredniego dowodu zachow ania aktywności 
wiązania antygenu przez podjednostki dostarczyła radioim m unoelektro- 
foreza zredukow anych m akroglobulin królika z aktyw nością przeciwciała 
skierow aną na p-azobenzoarsenian (55).

U trata  zdolności do w yw ołania widocznego efektu reakcji serologicz­
nej przez podjednostki y Ms nie została dotychczas w yjaśniona. Propono­
w any przez M i l l e r a  i M e t z g e r a  (51) m odel s tru k tu ry  podjed­
nostki 7S  uzyskanej przez redukcję  i alkilację im m unoglobulin y M 
zakłada istnienie dwóch m iejsc potencjalnie zdolnych do wiązania an ty ­
genu, co w przypadku 7S  y G -globulin jest w ystarczającym  w arunkiem  
dla zachowania pełnej aktyw ności przeciw ciała naw et po trak tow aniu  
czynnikam i redukującym i (17). Nie w yklucza się możliwości, że odręb­
ności w zachowaniu aktyw ności przeciw ciała w  zredukow anych y G-glo- 
bulinach i pod jednostkach y Ms w ynikają  z różnic m iędzy innym i obsza­
ram i cząsteczki, niż m iejsca wiążące antygen.

W ydaje się, że do w yjaśnienia tego zagadnienia będą mogły przy­
czynić się badania nad aktyw nością przeciw ciała w dwuw artościow ych 
fragm entach y M -globulin, o trzym yw anych przez kontrolow aną w czasie 
hydrolizę enzym atyczną, prowadzoną w nieobecności czynników redu­
kujących.
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M A G D A L E N A  JELEÑ SKA*

Niektóre zagadnienia metabolizmu proliny

Some Problems of Proline Metabolism

T he a c tu a l v iew s on th e  p ro lin e  m etab o lism  a re  p re sen ted

Prolinę (kwas pirolidyno-2-karboksylow y), pięciowęglowy am inokw as
0 budowie pierścieniow ej, otrzym ał W ilstatter w roku 1900 na drodze 
syntezy z estru  a, 5-dwubromopropylomalonowego, a w rok później Em il 
Fischer w yodrębnił ją z hydrolizatów  kazeiny. P rolina jest szeroko roz­
powszechniona i w ystępuje niem al we w szystkich białkach. Najwyższą je j 
zawartość znaleziono w kolagenie (14,7%) oraz w żelatynie (16,4%) (22). 
P rolina odgrywa szczególną rolę w kształtow aniu  s tru k tu r cząsteczek 
białkowych, gdyż w yw ołuje zaburzenia s tru k tu ry  a-heliksu. Poznano 
dotychczas dwa związki, które mogą w budow ywać się do cząsteczek 
białek w miejsce proliny: kwas azetydyno-2-karboksylow y i 3,4-dehydro- 
prolinę (19, 20). W budowanie tych analogów do białek Escherichia coli
1 kiełków bobu powoduje zaham owanie w zrostu.

Już w pierwszych badaniach nad m etabolizm em  proliny zwrócono 
uwagę na pokrew ieństwo struk tu ra lne  pięciowęglowych am inokwasów: 
proliny, kwasu glutaminowego, o rn ityny  i hydroksyproliny. W toku dal­
szych badań udało się ustalić w zajem ne biochemiczne powiązania m iędzy 
nimi (schemat 1).

I. Zależności metaboliczne między kwasem glutaminowym a proliną

1. Przemiana kwasu glutaminowego w prolinę

W 1910 roku A d b e r h a l d e n  (2) zaobserwował, że kwas g lu tam i­
nowy może zastąpić prolinę w diecie w arunkującej norm alny w zrost

* M gr inż., Z ak ład  R ad iob io log ii i O ch rony  Z d ro w ia  In s ty tu tu  B adań  Jąd ro w y ch , 
W arszaw a

W ykaz  s tosow anych  sk ró tów : A '-P Y R -5-C A  — k w as p iro lin o -5 -k a rb o k sy lo w y , 
A '-P Y R -2-C A  — kw as p iro lin o -2 -k a rb o k sy lo w y  A '~P iP-2-C A  — k w as p ip e ry d y n o -2 -  
-k a rb o k sy lo w y
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młodych psów. Bezpośredniego dowodu przem iany kwasu glutaminowego 
w prolinę dostarczyli S a l l a c h ,  K o e p p e  i R o s e  (44), którzy po 
podaniu szczurom w diecie kw asu glutam inowego znakowanego 14C 
stw ierdzili wbudowanie izotopu do cząsteczek proliny. W badaniach nad 
pośrednim i etapam i tej przem iany używano m utantów  drobnoustrojów , 
w których biosynteza proliny była blokowana na różnych etapach. 
A bderhalden przypuszczał, że związkiem  pośrednim  jest bezwodnik kwasu 
glutam inowego — kwas 2-pirolidyno-5-karboksylow y. F o r b e s  i S e ­
v a  g (18) zaobserwowali, że choć związek ten  może zastąpić kwas glu­
tam inow y jako czynnik wzrostow y dla auksotrofu M. pyrogenes, nie jest 
jednak czynnikiem  wzrostowym  dla auksotrofów  prolinowych E. coli 
i M. pyrogenes. Nie stw ierdzono również jego przem iany w kwas g lu ta­
m inowy ani w prolinę w skraw kach nerki i w ątroby (35), co wskazuje, 
że nie jest on prekursorem  proliny. P roduktem  pośrednim  w przem ianie 
kw asu glutaminowego w prolinę, jak w ykazali V o g e l  i D a v i s  (62) 
jest Y-semialdehyd glutam inow y, k tó ry  pozostaje w równowadze z kw a­
sem A '-pirolino-5-karboksylow ym  (A' PYR-5-CA). A utorzy ci badali różne 
m utan ty  E. coli: dla E. coli „55-1” substancją wzrostową była prolina, 
dla E. coli ,,55-25” — prolina lub y-sem ialdehyd glutam inow y, a dla 
E. coli ,,22-64” — prolina, y-sam ialdehyd glutam inow y i kwas glutam i­
nowy. Te różne zapotrzebow ania na czynniki wzrostowe V o g e l  i D a ­
v i s  tłum aczyli istnieniem  bloków m etabolicznych. Pierw szy z m utantów  
nie zawierał reduktazy pirolinow ej redukującej A'-PYR-5-CA do proliny
1 dlatego ani kwas glutam inow y ani y-sem ialdehyd glutam inow y nie 
podtrzym yw ały jego w zrostu. D rugi m utant nie w ykazał zdolności do 
redukcji kwasu glutam inowego i dlatego w  obecności tego związku bak­
terie nie rosły. U trzeciego m utan ta  E. coli nie było żadnego bloku 
w przem ianie kwasu glutam inowego w prolinę i w tym  przypadku bak­
terie  rosły w obecności któregokolw iek z trzech podaw anych związków. 
Ta droga syntezy istnieje też u Neurospora crassa, Torula utilis, Asper­
gillus nidulans  i innych m ikroorganizm ów (1, 47, 53, 64, 67, 69, 71), oraz 
w organizmach zwierzęcych (36, 44, 48).

Cyklizacja y-sem ialdehydu glutam inowego do A'-PYR-5-CA (reakcja
2 w schemacie 1) jest n ieenzym atyczna (56, 62). Dwie pozostałe reakcje 
tego szlaku w ym agają natom iast udziału enzymów (54, 55, 62, 64, 71).

M echanizm redukcji kwasu glutam inow ego (reakcja 1 w schemacie 1) 
do jego y-sem ialdehydu nie jest jeszcze całkowicie w yjaśniony (49, 54, 
55). Przypuszcza się, że jest on tak i sam jak  redukcji kw asu asparagino­
wego do y-sem ialdehydu asparaginowego. Również enzym  katalizujący 
redukcję kwasu glutam inow ego nie został dotychczas bliżej poznany.

Redukcja A'-PYR-5-CA (reakcja 3 w schemacie 1) przebiega w obec­
ności zred. NADP lub zred. NAD i reduk tazy  pirolinow ej w ystępującej 
we frakcji białek rozpuszczalnych (36, 47, 48, 69, 71). Enzym ten jest 
n ietrw ały , jednak oczyszczono go 40-krotnie z ekstraktów  N. crassa (71)
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oraz  160-krotnie z w ątroby cielęcej (36). P rolina jest jedynym  związkiem  
pow stającym  w w yniku redukcji A'-PYR-5-CA. W skazuje na to rów no­
w ażność ilości produktów  pow stających w reakcji:

A'-PYR-5-CA +  zred.N ADP +  H+ =  P rolina +  NADP 
(zred.NAD) (NAD)

B ak te ry jn a  reduktaza pirolinow a (24, 71) jest bardziej ak tyw na w  obec­
ności zred. NADP, a enzym z w ątroby  zwierzęcej — w obecności zred. 
NAD (36, 48). O ptym alne pH  dla reduk tazy  pirolinow ej wynosi około 
7 niezależnie od pochodzenia enzym u (36, 47, 48, 71). R eduktaza piroli­
now a jest enzym em  sulfhydrylow ym  (36, 47, 48, 71), na co w skazuje 
częściowa jego inaktyw acja przez inh ib itory  grup -SH i reak tyw acja  
po dodaniu niskocząsteczkowych związków tiolowych (glutation, m er- 
kaptoetanol).

Poniew aż cyklizacja do A'-PYR-5-CA jest odw racalna przypuszczano, 
że w łaściw ym  substratem  reduktazy  pirolinow ej jest y-sem ialdehyd glu­
tam inow y. S m i t h  i G r e e n b e r g  (48) zauważyli, że reduk taza piro­
linow a jest silnie ham ow ana przez substancje blokujące grupy tiolowe jak 
p-chlorobenzoesan rtęci, jodozobenzen oraz sole m etali ciężkich, których 
działan ie można znieść dodając y-sem ialdehyd glutam inow y. Na pod­
staw ie  tych faktów  i w oparciu o powszechnie znaną zdolność aldehydów 
do  reakcji z m erkaptanam i, autorzy w ysunęli hipotezę, że substra tem  
red u k tazy  pirolinow ej jest Y-semialdehyd glutam inow y, k tó ry  wiąże się 
z  g rupą  sulfhydrylow ą w centrum  aktyw nym  enzymu. H ipotezy tej nie 
po tw ierdziły  w yniki prac P e i s a c h a  i S t r e c k e r a  (36), którzy ba­
d a jąc  bardziej oczyszczony p repara t enzym atyczny nie stw ierdzili ochron­
ne j ro li substra tu  wobec ham ującego działania Cu2+ i Cd2+ na enzym. 
W związku z tym  w ysunęli oni przypuszczenie, że stym ulujące działanie 
niskocząsteczkow ych związków tiolow ych w skazuje na udział grup -SH 
w  u trzym aniu  s tru k tu ry  reduktazy pirolinow ej w form ie ak tyw nej, co 
n ie  oznacza jednak, że grupy sulfhydrylow e w ystępu ją  w centrum  
ak tyw nym  enzymu. Badając zaś działanie enzymu na pewne związki
o stru k tu rze  podobnej do 7-sem ialdehydu glutam inowego i A '-PYR-5-CA 
au to rzy  doszli do wniosku, że właściwym  substratem  reduktazy  pirolino­
w ej jest jednak kwas A '-pirolino-5-karboksylowy.

2. Przemiana proliny w kwas glutaminowy

U tlenianie proliny poprzez y-sem ialdehyd glutam inow y do kw asu 
glutam inow ego zaobserwowano w w ielu organizm ach zwierzęcych, drob­
noustro jach , oraz u niektórych roślin i owadów (7, 8, 21, 36, 43, 47, 48, 
57, 59, 60, 68, 69, 71). S t e t t e n  i S c h o e n h e i m e r  (51) po podaniu 
szczurom  w diecie proliny znakowanej deuterem  i ciężkim azotem  odnaj­
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dowali obydwa izotopy w kwasie glutam inowym . U tlenienie proliny 
katalizow ane jest przez oksydazę prolinow ą (reakcja 3 w schem acie 1) 
i dehydrogenazę pirolinow ą (reakcja 1 w schemacie 1). Enzym y te są 
różne od katalizujących przem ianę kw asu glutam inowego w prolinę. 
Oksydaza proliny zlokalizowana jest w m itochondriach (14, 25), podczas 
gdy reduktaza pirolinow ą katalizująca reakcję odwrotną, w ystępuje we 
frakcji rozpuszczalnej (36, 47, 48, 69, 71). O istn ieniu  oksydazy prolinow ej 
niezależnie od reduk tazy  pirolinow ej świadczy również istnienie m utan ta  
E. coli, u którego znaleziono oksydazę, natom iast nie stw ierdzono obec­
ności reduktazy (21).

J o h n s o n  i S t r e c k e r  (25) badając oksydazę prolinową w m ito­
chondriach w ątroby szczura doszli do wniosku, że jest to enzym  flaw i- 
nowy. E r e c i ń s k a  i S z a r k o w s k a  (14, 15) w yodrębniły  i częściowo 
oczyściły oksydazę prolinową z m itochondriów  nerk i i w ątroby szczura, 
oraz dostarczyły dalszych dowodów, że jest ona enzymem flawinowym .

Kwas A '-pirolino-5-karboksylow y pow stający z proliny w w yniku 
działania oksydazy prolinowej jest u tlen iany  dalej do kwasu glutam ino­
wego przez dehydrogenazę pirolinow ą (13, 57).

Omówiony szlak m etaboliczny proliny połączony jest z cyklem  kwasów 
trójkarboksylow ych poprzez kw as a-ketoglutarow y. Nie jest to jedyna 
możliwa droga łącząca prolinę z cyklem  Krebsa. C h u n g - M e i - L i n g  
i H e d r i c k  (9) donieśli ostatnio o w ystępow aniu u drożdży Hansenula 
subpelliculosa dwóch oksydaz prolinowych. Jedna z nich jest identyczna 
z wyżej opisaną, druga natom iast katalizu je u tlenianie proliny do kw asu 
A '-pirolino-2-karboksylowego (A'-PYR-2-CA) (reakcja 4 w  schemacie 1). 
U tlenianie to może być początkiem  dalszych przem ian prow adzących do 
kwasu a-ketoglutarow ego.

Należałoby jeszcze wspom nieć o innych możliwościach pow staw ania 
7-sem ialdehydu występującego w przem ianie kw asu glutam inowego do 
proliny. Oprócz kwasu glutam inow ego prekursorem  może być również 
kwas a-am ino-8-hydroksyw alerianow y (reakcja 5 w schemacie 1), Y u r  a 
i V o g e 1 (70) znaleźli bowiem u N. crassa enzym  katalizu jący  tę  reakcję. 
P rzem iany tej nie stw ierdzono u badanych m utantów  E. coli (62) ani 
w nerce (35). . .

II. Zależności metaboliczne między ornityną a proliną

S c h o e n h e i m e r  i wsp. (42, 51) analizując skład am inokwasowy 
białek po podaniu myszom orn ityny  znakowanej deuterem  stw ierdzili, 
że ornityna może być prekursorem  proliny. Przekształcenie o rn ityny  
może zachodzić na dwóch drogach: transam inacji lub oksydacyjnej deza- 
m inacji. P rzy  transam inacji, lub oksydacyjnej dezam inacji grupy ct-ami-
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nowej orn ityny  (reakcja 6 w schemacie 1) pow staje kwas a-keto-8-am i- 
now alerianow y pozostający w równowadze z kwasem  A '-pirolino-2-kar- 
boksylowym. N atom iast transam inacja, lub oksydacyjna dezam inacja g ru ­
py S-aminowej (reakcja 7 w schemacie 1) prowadzi do y-sem ialdehydu glu­
tam inowego będącego w równowadze z kwasem  A '-pirolino-5-karboksy- 
lowym. Obydwa te związki pirolinow e (A'-PYR-5-CA i A'-PYR-2-CA) 
mogą być redukow ane do proliny (schem at 1). Nie zaobserwowano jednak 
aby ulegały one w zajem nej przem ianie jeden w  drugi (34).

Kwas a-keto-S-am inow alerianow y może powstać z D-proliny i d -  

ornityny w obecności oksydazy D-aminokwasów izolowanej z nerki (28, 
45), oraz z L-proliny pod działaniem  oksydazy L-aminokwasów nerki 
lub w ątroby szczura (5). L-ornityna natom iast okazała się substratem  
jedynie dla preparatów  oksydazy z w ątroby indyka (6). O ksydacyjna 
dezam inacja o rn ityny  prowadząca do pow stania kwasu a-keto-8-am ino- 
walerianowego zachodzi z niew ielką w ydajnością. D ruga reakcja , której 
produktem  jest również kwas a-keto-8-am inow alerianow y, a mianowicie 
reakcja transam inacji ornityny, ma m iejsce tylko w przypadku zabloko­
w ania grupy 8-aminowej o rn ityny  (30). Praw dopodobnie więc pow staw a­
nie proliny z orn ityny  poprzez A'-PYR-2-CA nie m a większego znacze­
nia biologicznego. N iektóre tkanki zwierzęce, roślinne, oraz n iektóre 
drobnoustroje w ykazują jednak zdolność redukcji A '-PYR-2-CA do 
proliny (33, 38). Badania przeprowadzone z częściowo oczyszczonymi 
preparatam i enzym atycznym i z w ątroby i nerki szczura (33) w skazują, 
że redukcja  A'-PYR-2-CA do L-proliny katalizow ana jest przez enzym 
czynny w przem ianie kwasu piperydyno-2-karboksylow ego (A'-PIP-2-CA) 
do kwasu pipekolinowego. Znaczenie tej reduk tazy  w przem ianie orn ityny  
w prolinę nie jest jeszcze dostatecznie jasne.

Za istnieniem  przem iany proliny w ornitynę poprzez y-sem ialdehyd 
glutam inow y (reakcja 7 w schemacie 1) przem aw iają doświadczenia 
S t e t t e n a  (52). Badał on metabolizm  d ,  L-ornityny znakow anej 15N w po­
zycji a lub 8. Większość izom eru d  była w ydalana z moczem, a azot 
obu grup am inowych orn ityny  pojaw iał się zarówno w prolinie, jak 
w kwasie glutam inow ym . Stężenie 15N było wyższe w kw asie g lutam i­
nowym  niż w prolinie gdy podawano ornitynę znakow aną w  pozycji 8, 
zaś wyższe w  prolinie niż w kwasie glutam inow ym , gdy dieta zaw ierała 
ornitynę znakowaną w pozycji a. W yniki te w skazują, że pierw szy etap 
w przem ianie o rn ityny  polega na przeniesieniu grupy 8-am inowej do 
labilnej puli azotu (akceptorem  może tu  być kwas a-ketoglutarow y) 
i pow staniu y-sem ialdehydu glutam inowego będącego w równowadze 
z A'-PYR-5-CA. Ten ostatni może być z kolei redukow any do proliny lub 
utleniony do kwasu glutam inowego (schem at 1). In tensyw ne włączenie 
azotu a-am inow ej grupy orn ityny  do proliny w skazuje na to, że y-semi- 
aldehyd glutam inow y w organizmie zwierzęcym  jest związkiem  pośred­
nim  przy pow staw aniu proliny z ornityny. Obecność 15N w prolinie przy
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podaniu o rn ityny  znakow anej w pozycji 5 w ynika z redukcji kwasu 
glutam inow ego (powstałego w reakcji transam inacji 5-ornityny) do y- 
sem ialdehydu glutaminowego.

Obecność transam inazy  ornitynow ej stw ierdzono u bakterii gram - 
dodatnich (16, 17, 40, 46, 64, 65), glonów (z w yjątkiem  błękitno-zielonych) 
i p ierw otniaków  (46), roślin wyższych (11, 27, 46), oraz w tkankach zwie­
rzęcych (20, 26, 36, 37, 39, 46, 52, 58). N atom iast nie w ystępuje ona 
w bakteriach  gram ujem nych (46, 58). Enzym  ten  jest zlokalizowany we 
frakcji m itochondrialnej (37, 58) i w ym aga obecności fosforanu piryao- 
ksalu jako koenzym u (37, 58, 63, 65). Transam inaza ornitynow a jest 
specyficzna w stosunku do L-ornityny (58), przy czym akceptorem  grupy 
am inowej jest kw as a-ketoglutarow y (10, 17, 37, 40, 58, 65). Czynność 
enzym u jest ham ow ana przez p-chlorobenzoesan rtęci (37, 65) jony Cu2+ 
i Co2+ (64), a chroniona przez m erkaptoetanol (37), co świadczy o tym , 
że obecność w olnych grup sulfhydrylow ych w cząsteczce transam inazy 
ornitynow ej ma isto tne znaczenie dla jej funkcji katalitycznej. Równo­
waga reakcji transam inacji o rn ityny  jest przesunięta silnie w kierunku 
pow staw ania y-sem ialdehydu glutam inowego (58), praw dopodobnie w sku­
tek jego skłonności do sam orzutnej cyklizacji.

W pew nych w arunkach  może zachodzić przem iana odwrotna: proliny 
w orn itynę  (schem at 1, reakcje 3, 2, 7). F i n  c h a m  (16) w  ekstraktach 
z N. crassa i M e i s t e r  (32) w preparatach  enzym atycznych z w ątroby 
szczura zaobserwow ali pow staw anie m ałych ilości o rn ityny  z Y-semialde­
hydu glutam inow ego w obecności kw asu glutam inowego jako donatora 
grup am inowych. S t r e c k e r  i wsp. (50) uw ażają, że równowaga re ­
akcji transam inacji (reakcja 7 w schem acie 1) może być przesunięta 
w k ierunku  pow staw ania orn ityny  przez usunięcie jednego z produktów  
tej przem iany, a mianowicie kw asu a-ketoglutarow ego w reakcji dysm u- 
tacji, lub przez jego transam inację  z kwasem  asparaginow ym . Stw ierdzili 
oni, że enzym em  lim itującym  przem ianę proliny w ornitynę jest tran sa­
m inaza ornitynow a.

III. Zależności metaboliczne między kwasem glutaminowym a ornityną

Na możliwość przem iany kw asu glutam inowego w orn itynę w uk ła­
dach biologicznych w skazali S a l l a c h  i K o e p p e  (44). Po podaniu 
szczurom w diecie kw asu glutam inowego znakowanego 14C odnajdow ali 
oni izotop w argininie pow stającej z o rn ityny  w cyklu mocznikowym.
O w ykazaniu przez S t e t t e n a  (52) w łączania 15N z o rn ityny  do 
kw asu glutam inow ego u szczura wspom niano już wyżej. O dw rotna prze­
m iana kw asu glutam inowego w ornitynę prowadzi przez te same etapy.

Istn ie ją  jednak  m ikroorganizm y, które nie posiadają kom pletu enzy­
mów biorących udział w tych przem ianach. Należą do nich E. coli i inne
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gram ujem ne drobnoustroje, które, jak  już wspom niano, nie w ykazują 
aktyw ności transam inazy ornitynow ej. Dzięki pracom  V o g e 1 a (63) 
wiadomo, że pow staw anie orn ityny  z kw asu glutam inowego zachodzi 
w tych bakteriach poprzez acetylow ane zw7iązki pośrednie (reakcje 8, 9, 10,
11 w schemacie 1).

Obecnie przypuszcza się, że u drożdży przem iana ta  zachodzi też na 
tej sam ej drodze (12). Również u N. crassa w ykazano obecność acetylo- 
ornitynazy i transacety lazy  przenoszącej grupę acetylow ą z Na- acetylo- 
orn ityny  na kwas glutam inowy. Można zatem  przyjąć, że u tego m ikro­
organizmu synteza orn ityny  może przebiegać dwiem a drogam i (66): po­
przez acetylow ane związki pośrednie oraz poprzez y-sem ialdehyd glu­
tam inowy. W tkankach zwierzęcych nie stw ierdzono istn ien ia biosyntezy 
orn ityny  poprzez acetylow ane zw7iązki pośrednie (50).

Nie w yjaśniono jeszcze na jakiej drodze zachodzi przem iana o rn ityny  
w prolinę u drobnoustrojów  syntetyzujących  orn itynę tylko poprzez 
acetylow ane związki pośrednie (30, 41). Choć b rak  transam inazy  orni­
tynow ej uniemożliwia u nich syntezę proliny poprzez 'y-semialdehyd 
glutam inowy, to jednak  m utan ty  E. coli w ym agające proliny do wzrostu 
rosły również dobrze gdy do pożywki dodano orn itynę (30). Koncepcję 
biosyntezy proliny z orn ityny  poprzez acetylow ane zw7iązki pośrednie 
należało odrzucić, gdy okazało się, że m utan ty  E.coli, k tóre m ają zablo­
kowane przejście pomiędzy orn ityną i Na-acetyloornityną, potrafią mimo 
to syntetyzow ać prolinę z o rn ityny  (30).

W zajemne przem iany ornityny, proliny i kw asu glutam inowego są 
dosyć dobrze poznane, natom iast bardzo niewiele wiadomo o m echa­
nizm ach regulujących te przem iany. W przypadku biosyntezy proliny 
w drobnoustrojach (4, 55, 61) można brać pod uwagę działanie dwóch 
mechanizmów: ujem nego sprężenia zwrotnego oraz rep resji enzym a­
tycznej.

Ujem ne sprzężenie zw rotne dotyczyć może działania proliny na 
pierwszą reakcję, to jest na redukcję kw asu glutam inowego do jego 
Y-semialdehydu (4, 55, 61). Ten m echanizm  regu lu jący  badano na m u­
tan tach  E. coli nie posiadających reduktazy  A'-PYR-5-CA. N agrom adzanie 
się A'-PYR-5-CA przy wzroście tych drobnoustrojów  na pożywce zaw ie­
rającej kwas glutam inow y ulegało znacznem u zaham ow aniu po podaniu 
nadm iaru  proliny.

Na podstawie w yników  prac B a i c h a  i P i e r s o n a  (4), k tórzy 
zaobserwowali znaczne ham ow anie produkcji y-sem ialdehydu g lutam i­
nowego w obecności chloram fenikolu, można przypuszczać, że m echa­
nizm represji również bierze udział w regulacji biosyntezy proliny. 
S y p h e r d  i D e  M o s s  (59) stw ierdzili bowiem, że u E. coli synteza 
niektórych enzymów podlegających represji może m aleć przy wzroście 
komórek w obecności chloram fenikolu, k tó ry  działa wówczas jako s ty ­
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m ulator syntezy represora. Nie w yjaśniono jednak ostatecznie czy w re ­
gulacji biosyntezy proliny działają jednocześnie sprzężenie zwrotne 
i represja, czy też tylko jeden z tych mechanizmów.

Na zakończenie należy wspomnieć, że zaburzenia m etabolizm u proliny 
leżą u podstaw  przekazyw anej dziedzicznie choroby zwanej prolinem ią 
(34). Jednym  z objawów tej choroby jest podwyższony poziom proliny 
we krw i oraz w ydalanie nadm iernych ilości proliny, glicyny i hydro- 
ksyproliny z moczem. Klinicznie zespół ten  charakteryzują: opóźniony 
rozwój um ysłowy, zaburzenia neurologiczne oraz uszkodzenie czynności 
nerek. Zaburzenia m etabolizm u proliny w tej chorobie są spowodowane 
niedoborem  jednego z dwóch enzymów katalizujących u tlenianie proliny, 
a mianowicie oksydazy prolinowej lub dehydrogenazy kwasu A'-prolino- 
5-karboksylowego.
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ZBIG N IE W  SZOT*

Biochemiczne aspekty procesu mineralizacji kości 

Biochemical Aspects of Bone Calcification

T he a u th o r  g ives a rev iew  of th e  chem ica l reac tio n s , considered  as im p o rta n t in  
th e  m ech an ism  of calc ifica tion , an d  th e  chem ica l c h a ra c te r is tic  of bone m in e ra l. T he 
ce llu la r  con tro l in  ca lc ifica tion  is supposed .

Kość jest wyspecjalizow aną tkanką łączną, zawdzięczającą swą nie­
zwykłą twardość grom adzeniu się związków m ineralnych w substancji 
międzykomórkowej. Nie zw apniała substancja m iędzykomórkowa tkanki 
kostnej zwana osteoidem lub m acierzą kości składa się z dwu głównych 
komponent: kolagenu (96°/o m asy organicznej kości) oraz z tak  zwanej 
substancji podstawowej lub cem entującej, zbudowanej z m ukopolisacha- 
rydów (4%) (31).

Pow staw anie specyficznego utkania tkanki kostnej jest złożonym 
procesem zwanym  kostnieniem . Pierw szym  jego etapem  jest przekształ­
cenie nie zróżnicowanej kom órki tkanki łącznej w kom órkę kościotwór- 
czą — osteoblast, zdolną do syntezy wszystkich składników  substancji 
m iędzykomórkowej (7, 15, 26, 28, 57, 91, 97, 103, 144).

Końcowym etapem  procesu kostnienia jest kalcyfikacja, czyli odkła­
danie się soli w apniowych w m atrycy  organicznej. W w arunkach fizjo­
logicznych w ustro ju  podlega procesowi m ineralizacji kość, chrząstka 
oraz trzy  składniki zębów: szkliwo, dentyna i cement. W w arunkach 
patologicznych w apnienie może zachodzić w każdej m iękkiej tkance. 
Przyczyną mogą być zm iany w tkance lub w stężeniu w apnia w płynach 
ustrojow ych (100, 143).

W prowadzenie m etod izotopowych do badania tkanki kostnej przy­
czyniło się do znacznego poznania s tru k tu ry  m olekularnej i m etabolizm u 
tkanki kostnej oraz jego powiązań z ogólnym m etabolizm em  ustro ju  
(81, 84).

Z drugiej strony  w skutek zastosowania izotopów prom ieniotwórczych

* D r m ed., Z ak ład  R adiobio log ii i O ch ro n y  Z d ro w ia  In s ty tu tu  B ad ań  Jąd ro w y ch , 
W arszaw a

W ykaz s tosow anych  sk ró tó w : H A  — h y d ro k sy a p a ty t. M PS — m u k o p o lisach ary d y .
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w nauce, technice i w celach m ilitarnych m etabolizm  kości znalazł się 
w centrum  zainteresow ań, ponieważ skażenie izotopami osteotropowy- 
mi — „kościolubnym i” okazało się najpow ażniejszym  zagrożeniem  rad io ­
logicznym populacji ludzkiej i zwierzęcej (83, 87, 88, 134).

I. Część mineralna kości

Znajomość własności części m ineralnej od chwili jej pow staw ania 
do m om entu osiągnięcia krystalicznej form y hydroksyapaty tu  włącznie, 
ma duże znaczenie w  badaniach zarówno k inetyki odkładania się i m e­
tabolizm u radionuklidów  osteotropow ych w ustro ju  żywym.

Część m ineralna kości jest pod względem  chem icznym  m ateriałem  
niejednorodnym , złożonym z fosforanu ośmiowapniowego (Ca8H2(P 0 4)6 
H20 , Ca/P =  1,33) i trójw apniow ego (Ca9(P 0 4)6*V2 H20 , Ca/P =  1,5), 
hydroksyapaty tu  (Ca10(PO4)6(OH)2, Ca/P =  1,66) oraz z szeregu związków 
przejściowych, które pod względem  budowy krystalicznej są izostruktu- 
ralne  i w badaniach dyfrakcji prom ieni X dają  obraz apatytów  (12, 13, 
23, 25, 137).

D aw niejsza hipoteza H e n d r i c k s a  i H i l l a  (62) tłum aczyła 
różnice w składzie apatytów  kości absorpcją jonów H P 0 42-" przez hydro- 
ksyapaty t. P o s n e r  i wsp. (101) w prowadzili natom iast koncepcję tak  
zw anych apatytów  z niedoborem  wapnia, w edług której m iejsce b raku­
jącego wapnia jest zastąpione wodorem. Za pomocą absorpcji w podczer­
wieni przy 3 400 cm-1 P o s n e r  i wsp. (102, 133) udowodnili, że w róż­
nych apaty tach  o niskim  stosunku Ca/P wodór łączy dwie grupy fosfo­
ranow e 0 3P 0 .H .........O P O 3 ) .

Dla poznania budow y i własności części m ineralnej kości szczególnie 
owocne były badania własności sztucznie otrzym anych apatytów  (62, 76, 
140) jak  również badania nad w pływ em  pH  (77) i tem pera tu ry  (23, 44) 
na ich powstawanie i przekształcanie chemiczne.

Oprócz jonów w apnia i ortofosforanowych w  kości stale w ystępują 
domieszki: węglanów — około 6°/o, cytrynianów  — 1%, sodu — 0,7%, 
m agnezu — 0,7% i fluoru około 0,1% (98). Stosunek m olarny Ca/P w m i­
nerale kości wynosi przeciętnie około 1,5, przy czym w kości mło­
dych osobników w ystępuje m ateria ł o niskim  stosunku Ca/P, k tóry  
w m iarę upływ u czasu zwiększa się osiągając w artość hydroksyapaty tu . 
Mówiąc o dojrzew aniu kości rozum ie się pod tym  term inem  przekształ­
cenie apatytów  ubogich w w apń w hydroksyapaty t (45).

F r a n ę o i s  (46) wykazał, że wbudow ywanie N a2H32P 0 4 do kości 
szczura, znacznie intensyw niejsze u m łodych niż u s tarych  zwierząt, 
następuje  do tak  zwanej frakcji pirofosforanow ej, czyli do ośmio- i t ró j­
wapniowego fosforanu. Ten ostatni jest w edług n iektórych badaczy (23, 
77) pierw szym  związkiem  pow stającym  podczas w apnienia. Po pewnym
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czasie aktyw ność frakcji pirofosforanowej m aleje na korzyść ortofosfo- 
ranow ej, czyli hydroksyapatytu . F rakcja  o niskim  stosunku Ca/P jest 
najbardziej aktyw ną frakcją  kości. In vitro izojonowa w ym iana pomiędzy 
roztw orem  a m ateriałem  m ineralnym  kości (cząstki o średnicy 5— 10 m- 
i ciężarze w łaściwym  1,7—2,3) jest najw iększa we frakcjach  o niskim  
ciężarze właściwym  (104).

W kości zbitej szczura i krow y znaleziono bezpostaciowy m ateriał 
m ineralny (29, 146), którego skład chem iczny przypom ina apaty t ubogi 
w wapń, a stosunek Ca/P wynosi 1,48 +  0,02. W kościach tych  m ateriał 
bezpostaciowy stanow ił aż 42°/o, a krystaliczny apaty t — tylko około 58°/o 
soli m ineralnych (30, 139).

O znaczeniu biologicznym bezpostaciowej kom ponenty można sądzić 
w oparciu o badanie m ateria łu  syntetycznego. Badania te  w skazują, że 
stanowi ona bierny zbiornik Ca i fosforanów. Faza m ineralna pow staje 
bowiem na drodze rozpuszczania bezpostaciowej kom ponenty i odkłada­
nia pow stałych jonów na powierzchni uprzednio utw orzonych k ryszta­
łów. Jony  Mg2+ i C 0 32- opóźniają ten  proces. Pochodzenie n iekrysta- 
licznego m ateriału  m ineralnego w kości nie jest obecnie znane. W sztucz­
nych w arunkach może on powstawać przy raptow nym  w ypadaniu 
z roztworu. G r e e n w a l t  (52) stw ierdził, że w  m itochondriach kom órek 
w ątroby szczura przy ak tyw nym  oddychaniu pow staje fosforan wapnia. 
Czy jest to możliwe w kości i w  w yniku jakiej reakcji, wym aga dalszych 
badań.

II. Powstawanie zarodków krystalizacji (nukleacja)

H ydroksyapatyt w fizjologicznie uw apnionej kości pow staje z jonów 
Ca2+ i P 0 43- w ystępujących we krw i i płynie zewnątrzkom órkowym .

Spośród wielu teorii odkładania związków w apnia w kościach dwie 
odegrały większą rolę: teoria przesycenia jonam i Ca2+ i P 0 43“ do punktu  
sam orzutnego w ytrącenia oraz teoria tw orzenia się jąder krystalizacji 
w obecności katalizatora heterogenicznego, w ystępującego w  postaci s ta ­
łej. Obecnie uważa się, że tworzenie się zarodków krystalizacji, czyli n u ­
kleacja, jest istotnym  etapem  procesu m ineralizacji (88, 126). N ukleację 
można zdefiniować jako proces tw orzenia w  m acierzystej, m etastałej fazie 
początkowych fragm entów  nowej, bardziej stałej fazy, zdolnej do samo­
istnego wzrostu. W yprowadzono szereg rów nań opisujących w ytw arzanie 
zarodków krystalizacji, istn ieją  jednak  poważne zastrzeżenia czy oddają 
one przebieg procesu w w arunkach panujących  w ustro ju  (126).

W ytw arzanie jąder krystalizacji w  możliwie krótkim  czasie, a zatem  
podobnie jak  to ma miejsce w  ustro ju , może nastąpić przy przesycaniu 
roztworu. M amy wówczas do czynienia z w ytrącaniem  się fazy stałej. 
Możliwa jest także nukleacja w roztw orze przy niższych stężeniach w
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obecności katalizatora, k tórym  może być pow ierzchnia ciała stałego. K ata­
lizator ten umożliwia pow staw anie zarodków krystalizacji przez wiązanie 
specyficznych jonów, lub jak  sugeruje N e u m a n ,  przez dostarczenie 
epitaktycznej powierzchni (86, 88). Epitaksja jest to zjawisko polegające 
na tw orzeniu się kryształów  jednego związku na powierzchni kryształu 
innego związku. Jest to możliwe gdy w  obu kryształach odległości między- 
płaszczyznowe sieci krystalicznych są identyczne lub pozostają do siebie 
jak  stosunki liczb całkow itych, a ponadto gdy jony tworzącego się krysz­
ta łu  m ają  tak i sam ładunek jak  jony w  krysztale m acierzystym  (88).

M ałe rozm iary kryształów  części m ineralnych kości (9, 85, 88) powo­
dują, że połowa lub 2/3 kom órek elem entarnych (najm niejszych jednostek 
kryształu , w których w ystępują w szystkie rodzaje jonów rozmieszczonych 
w sposób charakterystyczny dla danej struk tu ry ) znajdu je  się na po­
w ierzchni lub w fazie granicznej. W zarodkach krystalizacji, których 
rozm iary są jeszcze m niejsze, stosunek powierzchni do objętości jest 
jeszcze większy (80).

W takich w arunkach energia swobodna przejścia jonu z roztw oru do 
m ikroagregatu lub w kierunku przeciw nym , zależy nie tylko od ciśnienia, 
tem pera tu ry  i stężenia, lecz także od param etrów  określających stosu­
nek powierzchni do objętości. W arunki dla jonów we w nętrzu  m ikroagre­
gatu i na jego powierzchni są tak  różne, że w nętrze i powierzchnię można 
uważać za oddzielne fazy (9).

B e s t  (9) uw zględniając ogólne własności kryształów  oraz szczególne 
w łasności fazy m ineralnej kości podał następującą zależność:

y. >  [iz > [Ls >

gdzie
l-i — swobodna energia roztw oru

— „ ,, zarodka krystalizacji
fxs — ,, „ powierzchni
M-i — ,, ,, w nętrza zarodka krystalizacji.

W roztworze jest funkcją iloczynu jonowego [Ca2+] [H P 0 42~] (bardzo 
często podawanego w postaci uproszczonej jako C aX P) (64), z czego w yni­
ka, że do w ytw orzenia zarodków krystalizacji konieczny jest większy 
iloczyn C aX P  niż dla w zrostu kryształu .

W fizjologicznych w arunkach pH  i tem pera tu ry  oraz w artości C aX P  
we krw i nie ma możliwości dla sam orzutnego pow staw ania jakiejkolw iek 
form y fosforanu w apnia z w yjątkiem  hydroksyapaty tu  (92). Porów nanie 
bowiem  iloczynu rozpuszczalności C aH P 04 i hydroksyapaty tu  (88) oraz 
iloczynów jonowych dla Ca2+ i H P 0 42_ krw i w skazują, że k rew  i płyn 
zew nątrzkom órkow y są roztw oram i nienasyconym i w  stosunku do 
C aH P 0 4, a przesyconym i w stosunku do hydroksyapaty tu  (131).
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Jednak  trudno  sobie wyobrazić, że w tkance kostnej pow staje od razu  
hydroksyapaty t Ca10(PO4)6(OH)2 złożony z 18 jonów. S h e a r  i K r a m e r  
(117) sugerow ali, że pierw otnym  związkiem w procesie kalcyfikacji jest 
C aH P 04, co potw ierdzili M c L e a n  i U r i s t  (82) badając fazę stałą, 
pow stającą w procesie w apnienia w fizjologicznych w arunkach pH i tem ­
peratury .

W pow staw aniu zarodków krystalizacji w ustro ju  musi brać zatem  
udział jakiś m echanizm  pomocniczy (rysunek 1).

_____Precypitac/a

Obszar mefastobil-
ności i

Ksp CC1HPO4

Obszar działania 
katalizatora

Warunki w surowicy

Dziatanie sekrecji 
komórek na rozpuszczal­

ność

Rozpuszczalność części 
mineralnej kości

R ys. 1. W aru n k i tw o rzen ia  i rozpuszczan ia  kości w  u s tro ju  ok reś lone  iloczynem
C a X P  (mg°/o)2 w g F le isch a  (41).

III. Rola fosfataz i cynku

W drugiej i trzeciej dekadzie obecnego stulecia panował dość pow­
szechnie pogląd, że kalcyfikacja jest zjaw iskiem  fizykochem icznym  
zachodzącym bez udziału żywych kom órek i polegającym  na łączeniu się 
w apnia z grupam i am inowym i białka, a następnie z fosforanam i (143). 
Badania nad m echanizm em  kalcyfikacji szły zatem  początkowo w k ierun­
ku znalezienia czynników w pływ ających na zwiększenie stężenia jonów 
uczestniczących w  tym  procesie. W edług fosfatazowej teorii kalcyfikacji 
R o b i s o n a  fosfataza alkaliczna obecna w m iejscach wzrostu kości 
hydrolizuje znajdujące się we krw i estry  fosforanowe (105, 108), co 
powoduje lokalne przesycenie płynu jonam i fosforanow ym i powyżej 
iloczynu rozpuszczalności fosforanów (reakcja 1)

R-OPO3- f°s£?tâ -> R-OH - f  PO^- - f  Ca2+ 1

50

40
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W ystępowanie fosfataz w tkankach  nie ulegających fizjologicznie wap- 
n ieniu oraz niskie stężenia estrów  fosforanow ych we krw i były  przyczyną 
postulow ania przez Robisona innego m echanizm u enzymatycznego, 
w edług którego w kom órkach w apniejącej chrząstki zachodzi synteza 
estrów  z fosforanów nieorganicznych prawdopodobnie w procesie degra­
dacji glikogenu (105, 106, 107).

N atom iast według G u t m a n a  i Y u  (55) rola fosfatazy polega na 
przenoszeniu grup fosforanow ych z estrów  na akceptor w m atrycy, przy 
czym źródłem  estrów  fosforanow ych jest proces glikolizy zachodzący 
w tkance chrzęstnej. G u t m a n (56) wykazał, że nagrom adzony 
w chrząstce glikogen znika podczas m ineralizacji. Zaham ow anie glikolizy 
w strzym uje proces m ineralizacji, można go jednak przyw rócić dodając 
do układu pośrednie p rodukty  glikolizy pow stające w reakcjach  dalszych 
niż reakcja  zaham owania. Oba źródła fosforanów: krew  i proces glikolizy 
uznano jednak za niew ystarczające (75, 136).

Należy podkreślić, że poglądy na rolę fosfataz w procesie wapnienia 
ulegały dużym  zmianom  (18, 36, 53, 116, 120, 125, 145).

Przed kilkom a laty  F l e i s c h  i N e u m a n  (39, 40) donieśli, że fos­
fataza inak tyw uje inhibitor nukleacji HA w kolagenie. Inhibitorem  tym  
okazał się polifosforan w ystępujący  w plazm ie w stężeniach rzędu 10-6M, 
oraz w w iększych ilościach w moczu (40, 43). Fosfataza (polifosfataza) roz­
kłada polifosforan um ożliw iając tw orzenie się zarodków krystalizacji przy 
niższych w artościach C aX P.

F l e i s c h  i wsp. (41, 42) przypisują polifosforanom  duże znaczenie 
w pow staw aniu kam icy nerkow ej i w odkładaniu soli w apnia w tkankach, 
które u zdrow ych osobników nie w apnieją. W kam icy nerkow ej wykazano 
zm niejszone w ydalanie polifosforanów w moczu, a w doświadczalnie w y­
w oływ anym  zwapnieniu tętn icy  głównej u szczura stw ierdzono ham ujący 
w pływ  polifosforanów na ten proces (43).

Przypuszcza się także, że pew ną rolę w procesie nukleacji może odgry­
wać cynk. P ierw iastek ten  w ystępuje w m iejscu, w k tórym  tkanka św ie­
żo uw apniona styka się z tkanką jeszcze nie zw apniałą, czyli w  tak  zwanej 
linii kostnienia (60). Podany dożylnie 65Zn nie podlega w ym ianie w części 
m ineralnej, lecz w budow uje się w nowo pow stającą substancję m ine­
ralną  (59).

Działanie cynku m ogłoby być bezpośrednie, polegające na tw orzeniu 
zarodków krystalizacji w postaci fosforanu cynku, lub pośrednie poprzez 
układy enzym atyczne aktyw ow ane jonam i Zn2+, jak fosfatazy alkaliczne 
lub zaw ierające cynk, jak  anhydraza węglanowa. A ktywność anhydrazy 
w ęglanow ej wykazano w wolnych od krw i nasadach długich kości kur. 
Podaw anie kurom  Diamoxu, inhibitora anhydrazy w ęglanowej, w okresie 
„niesienia” , w którym  zawartość Ca plazm y w zrasta do 20— 30 mg°/o, po-
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Rys. 2. P o łożen ie  zarodków  k ry s ta liz a c ji pom iędzy p rążk am i d i ab  każdego  ok resu  
osiowego w łó k n a  k o lagenu  (zarodki k ry s ta liz a c ji w y k azu ją  już  budow ę k ry s ta lic z n ą  

p rzy  b a d a n iu  m etodą  d y fra k c ji p ro m ien i X) w g J a c k s o n - F i t t o n  1956.
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wodowało znaczne obniżenie poziomu w apnia plazm y (119). W yniki te 
wydają się wskazywać, że anhydraza węglanowa odgrywa jakąś rolę 
w wapieniu oraz resorpcji kości.

IV. Rola kolagenu

N e u m a n  (86) w 1953 roku w yraził przypuszczenie, że kolagen, 
główny składnik organicznej m atrycy kostnej, pełni rolę nukleatora w pro­
cesie m ineralizacji. W tym  samym  roku E n g s t r ó m  i F i n e a n  (32) 
stosując technikę dyfrakcji prom ieni X znaleźli związane z powierzchnią 
kolagenu kryształy  hydroksyapatytu . W zm ineralizow anym  in vivo m a­
teriale kostnym  kryształy  te m ają kształt prętów  lub igieł o w ym iarach 
200—300X20—50 Á. Ich osie są częściowo zorientow ane w kierunku osi 
długiej włókna kolagenu (16, 33, 34, 35, 37, 38). N iektóre kryształy  znaj­
dują się także w ew nątrz włókien (118). W najw iększym  stopniu kryształy  
są zorientow ane w kości ryb (49). O rientacji tej nie w ykazują kryształy 
w kości em brionalnej, a także w w apniejącej chrząstce, w której w ystę­
pują one także w substancji podstawowej pomiędzy włóknam i kolagenu 
(3, 11, 49, 110).

Badania kości em brionalnej ptaków  w m ikroskopie elektronow ym  su­
gerują, że pierwsze k ryształy  fosforanu w apnia pojaw iają się w regu lar­
nych odstępach na włóknie pomiędzy prążkam i d i ab w każdym  dużym  
okresie wstęgi (69, 70, 71, 72) (rysunek 2). Później drogą połączenia dwóch 
pierw otnych punktów  m ineralizacji pow stają kryształy  o długości około 
500 Á, a więc zbliżone do długości dużego okresu w łókna (112). W całko­
wicie zm ineralizow anej kości kryształy  gęsto pokryw ają włókna, niektóre 
leżą także w ew nątrz nich lub w ypełniają przestrzenie substancji podsta­
wowej (109).

In vitro na kolagenie z każdej naw et norm alnie nie w apniejącej tkanki 
(4, 5, 93, 132), jeżeli tylko w jego struk tu rze  jest zachowany okres około 
700 Á, tw orzą się zarodki krystalizacji. K ryształy  HA rosnące in vitro 
w  obecności kolagenu, podobnie jak w ytworzone na drodze precypitacji 
w  probówce, m ają kształt płytek.

Przypuszcza się, że na kształt k ryształu  HA m ają w ypływ  w arunki 
panujące w środowisku, w którym  on w zrasta (2, 12, 54, 65). Należy jednak 
zaznaczyć, że istn ieją  duże trudności techniczne w ocenie kształtu  HA 
kości, wielkość ich bowiem leży na granicy zdolności rozdzielczej m ikro­
skopu elektronow ego (95), a cięcie zm ineralizow anej kości powoduje często 
zniekształcenia kryształów  (49).

Wiele danych w ydaje się wskazywać, że kolagen w roztworze m etasta- 
łym , zaw ierającym  w apń i fosforany, zachow uje się jak  nukleator (39, 40). 
Jego działanie może polegać na ułatw ieniu  przekroczenia granic m etasta- 
bilności roztw oru lub na selektyw nym  w iązaniu w apnia lub fosforu przez
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pewne grupy w łókna i tw orzeniu pierw szych fragm entów  fazy stałej (48). 
N ajbardziej jednak a trakcy jnym  w ydaje się tłum aczenie, że kolagen jako 
białko krystaliczne może powodować powstawanie zarodków krystalizacji 
na drodze epitaksji (86).

W apnienie kolagenów pochodzących z tkanek  norm alnie nie wapnie- 
jących (99) tłum aczy się usunięciem  inhibitora kalcyfikacji w czasie pre­
paratyki kolagenu lub obecnością związków wchodzących w skład sub­
stancji podstawowej, na przykład m ukopolisacharydów, które jako m ini­
m alna domieszka towarzyszą naw et znacznie oczyszczonym preparatom  
kolagenu (127, 128). G 1 i m c h e r natom iast w yjaśnia tę różnicę w zacho­
w aniu się in vivo  i in vitro kolagenów z tkanek  nie w apniejących tym , 
że in vivo  kalcyfikacja może być regulow ana stopniem  m etastabilności 
płynu zewnątrzkomórkowego. Stopień ten zależy bezpośrednio od stężenia 
wapnia, fosforu od pH, siły jonowej itp. w komórce, a pośrednio od ak tyw ­
ności enzymów (1, 22, 55, 56, 130) w pływ ających na dyfuzję jonów do 
włókna kolagenu, w czym odgryw a rolę substancja podstawowa. M uko- 
polisacharydy chronią czynne m iejsca kolagenu ograniczając dyfuzję 
jonów oraz selektyw nie je wiążąc.

Jakkolw iek dla procesu nukleacji ważna jest przede w szystkim  specy­
ficzna organizacja przestrzenna kolagenu, to jednak reaktyw ność am ino­
kwasów bocznego łańcucha odgrywa także ważną rolę.

S o l o m o n s  i I r v i n g  (129) dostarczyli dowodów, że grupa e-ami- 
nowa lizyny i hydroksylizyny bierze udział w procesie nukleacji. Dostęp­
ność tych grup, badana zdolnością do reakcji z dw unitrofluorobenzenem , 
jest różna w różnych kolagenach: w kolagenie nie w apniejącym  reaguje 
z nim  65®/o wolnych grup £-aminowych a w świeżo dem ineralizow anej 
zębinie lub kolagenie kości do 100%. W m iarę ponownej m ineralizacji 
ilość dostępnych grup e-aminowych zmniejsza się.

Kolagen zdem ineralizowanej kości odznacza się znacznie m niejszą roz­
puszczalnością niż kolagen tkanek m iękkich (51), co jest w ynikiem  w ięk­
szej liczby wiązań krzyżowych. Pow staw anie w kolagenie kości dużej 
liczby wiązań krzyżowych można w ytłum aczyć zjaw iskam i tow arzyszą­
cymi procesowi kalcyfikacji. W procesie tym  zachodzi u tra ta  wody w m a­
trycy  organicznej (111, 112), co powoduje zm niejszenie odległości m iędzy 
częsteczkami i wzrost siły w iązań m iędzy nimi. W pływa to na ściślejsze 
upakowanie włókien w cząsteczce, zwiększenie ich stabilności, a także 
oporności na pęcznienie i rozpuszczanie w kw aśnych roztworach. Nie­
którzy uważają, że w iązania krzyżowe w kolagenie kości odgryw ają rolę 
w ograniczaniu w zrostu kryształów  hydroksyapaty tu  (49, 142). W laty ryz- 
mie, w którym  m ineralizacja kości jest upośledzona, w m akrocząsteczce 
kolagenu nie ma łańcuchów P, a ilość m iędzycząsteczkowych wiązań 
kow alencyjnych jest znikoma (6, 8).

C a r t i e r  i wsp. (17, 18, 19, 20, 21) badając kalcyfikację chrząstki 
em brionalnej in vitro stw ierdzili, że w obecności ATP m ineralizacja jest
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bardzo in tensyw na, natom iast nieznaczna przy udziale estrów  fosforowych 
pow stających w procesie glikolizy. Znaleźli oni ponadto w chrząstce nie 
dającą się w yekstrahow ać ATP-azę o optim um  działania w pH  8, aktyw o­
w aną jonam i Mg2+. W edług C a r t i e r  i P i c a r d a  (20) m ineralizację 
m atrycy zapoczątkow uje wiązanie pirofosforanu pochodzącego z ATP 
(reakcja 2).

K o lag en - NH2 +  ATP ATP~aza ^  Kolagen—NH—P 20 7 +  AMP 2

Pewnego rodzaju potw ierdzeniem  tej hipotezy było w ykrycie pirofos- 
foranów  w chrząstce krzyw iczej (98).

Zagadnienie, k tóry  jon jest pierw otnie w iązany przez m atryce, Ca2+ 
czy P 20 72- jest ciągle spraw ą sporną. Prawdopodobnie nie jest to Ca2+, bo­
wiem  utw orzona struk tu ra  kow alencyjna byłaby mało reaktyw na, a ra ­
czej P 20 72~, k tóry  po związaniu z kolagenem  kow alencyjnym  wiązaniem  
N -P albo O -P jest zdolny do przyłączania Ca (149). Ponadto sieć k ry sta ­
liczna apaty tu  jest złożona przede wszystkim  z fosforanów.

G l i m c h e r  i K r a n e  (50) wykazali, że rekrystalizow any kolagen 
wiąże duże ilości fosforu (150 moli/m ol kolagenu) przy czym około V3 tej 
ilości jest związana bardzo mocno. Przypuszczają oni, że am inokwasy 
bocznych łańcuchów tw orzą koordynacyjne wiązania z fosforanem . Po­
nadto okazało się, że kolagen ma zdolność rozszczepiania ATP do ADP 
i AMP oraz że uwolniony fosforan wiąże się natychm iast z kolagenem  (74). 
W iązanie to jest typu O-P, a nie N-P, jak  przypuszczali C artier i Picard.

Teoria o roli kolagenu jako nukleatora w procesie kalcyfikacji spot­
kała się z wielu zastrzeżeniam i (14).

Okazało się, że zdolność indukow ania zarodków krystalizacji nie jest 
wyłączną własnością kolagenu. W ykazują ją także elastyny, ściana aorty, 
wyciągi śliny, bakterie żyjące w jam ie ustnej itp. (128, 136). Stosując 
nie całkowicie oczyszczone kolageny nie można być pew nym  czy tw orze­
nie zarodków krystalizacji zależy wyłącznie od kolagenu. Zarodki k ry sta ­
lizacji są tak  małe (128), że nie można wykluczyć czy używane w bada­
niach in vitro  kolageny są od nich wolne, a to uniem ożliwia in terp retację  
w arunków  przestrzennych na modelach, nasuwa wątpliwości czy zjawisko
i niektórych grup w kolagenie i hydroksyapatycie, a także prześledzenie 
w arunków  przestrzennych na modelach, nasuw a wątpliwości czy zjawisko 
epitaksji jest możliwe w kolagenie. Odpowiednie odległości w kolagenie 
różnią się bowiem od tychże w HA o przeszło 17°/o, co znacznie przekracza 
tolerancję dla zjaw iska epitaksji określoną na około 7°/o (90, 138).

V. Rola substancji podstawowej

M yśl o udziale substancji podstaw owej w procesie kalcyfikacji nasu­
nęły badania histochemiczne (73, 79). W tym  obszarze kości, w którym  
zachodzi m ineralizacja, m atryca organiczna barw i się inaczej niektórym i
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barw nikam i, na przykład błękitem  toluidyny. W ielu badaczy jest zdania, 
że związane to jest z obecnością siarczanu chondroityny w substancji pod­
stawowej (63, 113, 114). W ykazano bowiem, że siarczan chondroityny 
reaguje z kolagenem  w ypierając związane z nim  uprzednio barw niki. 
Kompleks kolagenu z siarczanem  chondroityny inkubow any w płynie 
m ineralizującym  wiąże jony Ca2+. Chociaż siarka 35S jest szybko w budo­
wyw ana do substancji podstawowej w okolicach w apniejących, gdzie 
można ją w ykryć w siarczanie chondroityny (157), nie udało się jednak 
stw ierdzić zależności pomiędzy kalcyfikacją a syntezą siarczanu chon­
droityny.

S o b e 1 przypuszcza, że kolagen z m ukopolisacharydam i tw orzy układ 
identyczny ze znajdującym  się w krzyw iczej chrząstce, w ykazującej zdol­
ność do kalcyfikacji in vitro  (124, 125, 126). U tworzony kom pleks jest spe­
cyficznie aktyw ow any lub, w przypadku zinaktyw ow ania innym i katio­
nami, reaktyw ow any jonam i Ca2+. M echanizm ten nazwał S o b e 1 
m echanizm em  ,,zamka i klucza” (121, 122, 123, 126).

Niektórzy u trzym ują jednak, że kw aśne M PS pełnią rolę inhibitora 
procesu kalcyfikacji. Chrząstka szklista na przykład, zaw ierająca pokaźne 
ilości kwaśnych m ukopolisacharydów, w norm alnych w arunkach nie ulega 
kalcyfikacji. Pewne dane w skazują też, że w przebiegu kalcyfikacji stę­
żenie kw aśnych m ukopolisacharydów ulega zm niejszeniu. Depolim ery- 
zacja m ukopolisacharydów zachodząca bezpośrednio przed kalcyfikacją, 
a w arunkująca reakcje barw ne substancji podstaw owej, usuwa praw do­
podobnie barierę dyfuzyjną dla jonów um ożliw iając pow staw anie zarod­
ków krystalizacji.

I r v i n g  (66, 67, 68) po ekstrakcji kości gorącą p irydyną, odw apnieniu 
jej i w ybarw ieniu czernią Sudan B stw ierdził barw nik w m atrycy  ota­
czającej hypertroficzne kom órki chrząstki nasadow ej oraz w tak  zwanej 
linii kostnienia. Badania substancji w iążącej czerń sudanową w ykazały, 
że jest to lipid. Pomimo że istn ieją  dane świadczące, że lipidy mogą 
wiązać w apń i fosfor oraz, że produkty  patologicznej kalcyfikacji naczyń 
krwionośnych zaw ierają m ateria ł lipidowy (10, 78), nie można obecnie 
ocenić roli lipidów w fizjologicznej kalcyfikacji tkanki kostnej.

VI. Rola komórek w procesie kalcyfikacji

W szystkie dotychczasowe hipotezy m echanizm u kalcyfikacji p rzy j­
m ują, że jądra  krystalizacji tw orzą się w sposób niezależny od kom órki, 
której rola w tym  procesie ogranicza się do w ytw orzenia m atrycy  orga­
nicznej, a m ateriał m ineralny jest dostarczany drogą dyfuzji. Praw dopo­
dobnie nie jest to prosta dyfuzja o czym świadczy niejednakow a dysk ry ­
m inacja pomiędzy strontem  i w apniem  w kości in vivo  i in vitro  (89).

Szereg faktów zwraca jednak uwagę na to, że i kom órki mogą pełnić 
rolę w procesie wapnienia. Pobieranie przez kom órki Ca2+ (27, 58) nasu ­
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nęło m yśl o działaniu kom órek na wzrost stężenia jonów wapnia. Kom órka 
m ogłaby też działać poprzez regulację w ytw arzania ATP na proces w ap- 
nienia, którego szybkość zm niejsza się przy niedoborze ATP (148). Ponad­
to kostna kom órka produkuje kwaśne substancje, które prawdopodobnie 
stanow ią na powierzchni kryształów  barierę zapobiegającą dalszemu ich 
wzrostowi. W naszej pracow ni w ykazaliśm y w badaniach in vitro, że 
w skutek dyfuzji m ateriału  m ineralnego częściowo zm ineralizowana żywa 
kość przeciw działa nadm iernej kalcyfikacji produkując substancje kw aś­
ne. Zabicie kom órek powoduje wzmożoną kalcyfikację (135). Również 
mikroskopowo stwierdzono, że obum ieraniu kom órek towarzyszy proces 
intensyw nej m ineralizacji.

Obecnie badacze zajm ujący się biologią porównawczą tkanek zm ine- 
ralizow anych są zwolennikam i hipotezy komórkowego m echanizm u w ap- 
nienia (96, 147). Zjawisko kalcyfikacji jest bardzo powszechne w świecie 
istot żywych (92, 93, 94, 141, 147) przy czym u wielu jednokomórkowców, 
lub wyżej uorganizow anych zwierząt, jak Lingula , a naw et w fiszbinie 
u płetw ala odkładanie się soli m ineralnych zachodzi wew nątrzkom órkowo 
(94, 96, 147).

Rola kom órki w procesie w apnienia może polegać nie tylko na dostar­
czaniu Ca2+ i P 0 43̂  do w ytw arzania zarodków krystalizacji na zew nątrz 
komórki, lecz także na w ew nątrzkom órkow ym  w ytw arzaniu zarodków. 
Gromadzenie się fosforanu w apnia w komórce wątrobow ej w skazywałoby 
na takie możliwości (52). R o b i n s o n  i C a m e r o n  (115) donieśli, że 
w kości w okolicy „frontu kalcyfikacji” w kom órkach w ystępują kryształy , 
zaś H a n c o x  i B o o t h r y o d  (58) opisali w ypustki kom órek kostnych 
skierowane do brzegów zw apniałej m atrycy  organicznej. Zastosowanie 
nowej techniki u trw alania do celów mikroskopii elektronow ej pozwoliło 
na zaobserwowanie nitkow atych w ypustek osteoblastu (120) skierow anych 
do obszaru, w którym  odbywał się proces w apnienia. Jeżeli się okaże, że 
kom órka kostna usuw a na zew nątrz bezpostaciowy fosforan wapnia w po­
staci m etastałej, to można sobie wyobrazić w ytw arzanie m ateriału  k ry sta ­
licznego z m etastałych cząstek, a nie z m etastałego roztworu.

Jak  widać z przedstaw ionych badań, pomimo olbrzymiego postępu jaki 
został dokonany w poznaniu tkanki kostnej, nie można jeszcze w chwili 
obecnej podać prostego schem atu m echanizm u kalcyfikacji opartego na 
jednoznacznych i zgodnych w ynikach badań.
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JANUSZ Z. BEER *

Dziedziczne popromienne uszkodzenia zwierzęcych komórek 
somatycznych

Heritable Radiation-Induced Lesions in Somatic Mammalian Cells

R ecen t ad v an ces in  th e  s tu d ies  on rad ia tio n -in d u c e d  h e rita b le  lesions a ffec tin g  
g ro w th  of m am m alian  cells in  v itro  a re  rev iew ed  and  d iscussed.

Skutki biologiczne prom ieniow ania jonizującego fascynują badaczy 
różnych specjalności niem alże od dnia odkrycia prom ieniow ania X. Doko­
nano w tej dziedzinie niezliczonych obserw acji prowadząc doświadczenia 
na wszystkich poziomach organizacji m aterii żywej. Szczególne zaintere­
sowanie wzbudziło wykazanie m utagennego działania prom ieniowania 
w klasycznych pracach M ullera z lat 1927—28. Od tego czasu intensyw ne 
badania nad w pływ em  prom ieniow ania na m echanizm y i s tru k tu ry  odpo­
wiedzialne za dziedziczenie prowadzono na organizm ach żywych od n a j­
prostszych do najbardzie złożonych. U organizmów niższych brak  po­
działu na komórki som atyczne i rozrodcze stw arza możliwość w ykrycia 
zmiany w dowolnym elemencie apara tu  genetycznego na podstawie obser­
wacji charakterystycznych cech pokoleń potomnych. W organizmach 
wielokom órkowych natom iast, analiza cech potom stwa pozwala jedynie 
w ykryć zmiany dotyczące kom órek rozrodczych (tak zwane m utacje gene­
tyczne). Prow adzenie tych badań na owadach i m ałych gryzoniach pozwo­
liło śledzić efekty m utagenne w wielkich populacjach.

Jednocześnie narastało  zainteresow anie dziedzicznymi zmianam i apa­
ra tu  genetycznego kom órek som atycznych — m utacjam i somatycznym i. 
Zm iany dziedziczne kom órek som atycznych wyw oływ ane przez prom ie­
niowanie budzą szczególne zainteresow anie, m iędzy innym i ze względu 
na to, że do chwili obecnej nie wykluczono możliwości, iż tak  zwane 
m utacje spontaniczne są w gruncie rzeczy m utacjam i radiacyjnym i. Z ba­
daniam i tych zmian zaczęto wiązać nadzieję na w yjaśnienie niektórych 
zjaw isk biologicznych tak  doniosłych, jak  powstawanie nowotworów, 
starzenie się organizmów, czy pow staw anie populacji kom órek kom peten-

* Dr, Z ak ład  R ad iob io log ii i O chrony  Z d row ia  In s ty tu tu  B ad ań  Jąd ro w y ch , 
W arszaw a
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tnych  immunologicznie. Szersze perspektyw y przed badaniam i m utacji 
somatycznych otworzyło opracowanie prostych m etod hodowli kom órek 
roślinnych i zwierzęcych in vitro  oraz sposobów hodowania całych roślin 
z komórek somatycznych. Jednakże hodowla takich kom órek, zwłaszcza 
zwierzęcych, jest o wiele trudniejsza niż hodowla m ikroorganizm ów, 
doświadczenia są znacznie bardziej czasochłonne (czas życia jednego po­
kolenia kom órek zwierzęcych jest niekiedy 50, a naw et 100 razy dłuższy 
niż pokolenia bakterii), a poliploidalność i większa liczba genów w tych 
kom órkach u trudn ia ją  w ykryw anie zmian dziedzicznych. Dlatego też do 
niedaw na jedynym i poprom iennym i, dziedzicznymi zm ianam i obserwo­
wanym i w zwierzęcych kom órkach som atycznych były aberacje chrom o- 
somalne.

W ostatnich latach zwrócono uwagę, że analiza k inetyki w zrostu popu­
lacji komórek zwierzęcych in vitro pozwala również w ykryw ać dziedzicz­
ne zm iany w yw oływ ane przez prom ieniow anie jonizujące.

W zmianki wskazujące na w ystępow anie poprom iennych uszkodzeń, 
k tóre upośledzają wzrost kom órek zwierzęcych w hodowli znaleźć można 
już w pracach P u c k a  z roku 1955. W pracach tych udało się po raz 
pierwszy ściśle ustalić zależność przeżywalności kom órek zwierzęcych od 
dawki prom ieniow ania, dzięki w prow adzeniu techniki hodowania komó­
rek  HeLa w postaci kolonii (technika klonowania). Kom órki te  p rzejaw iają 
tendencję do przylegania do podłoża. Jeżeli początek hodowli tego typu 
daje zawiesina pojedynczych kom órek, wówczas każda z w ytw orzonych 
kolonii stanowi potomstwo jednej komórki. Technika ta  um ożliwia nie 
tylko śledzenie losów potom stwa pojedynczych kom órek, lecz również do­
kładne oznaczenie liczby kom órek pozostałych przy życiu po poddaniu 
populacji kom órkowej działaniu czynnika zewnętrznego, na przykład 
promieniowania. Puck posłużył się stosow anym  już wcześniej w  m ikrobio­
logii k ryterium , według którego za żyw otną uznaje się kom órkę zdolną do 
w ytw orzenia makroskopowej kolonii. Jednakże już w swych pierwszych 
badaniach stw ierdził on niedostatki takiego k ry terium  żywotności i w pro­
wadził k ry teria  dodatkowe, w edług k tórych kolonie można podzielić na 
w pełni żywotne i nie rokujące nadziei na nieograniczoną w czasie proli­
ferację ( ang. abortive colonies).

W dalszych pracach P u c k a  i wsp. (22, 23) znaleźć można szereg 
wzm ianek, że w hodowlach zapoczątkow anych z populacji naprom ienia­
nych prom ieniam i X poszczególne kolonie różnią się szybkością wzrostu. 
W olniejszy wzrost n iektórych kolonii w takich hodowlach tłum aczono 
jednak albo zaham owaniem  pierwszych podziałów kom órkowych, albo 
też tym, że niektóre uszkodzone letalnie kom órki mogą przejść jeszcze 
kilka podziałów.

W m iarę postępu radiobiologicznych badań kom órek zwierzęcych uka­
zywały się dalsze doniesienia o pojaw ianiu się w hodowlach przeżyw ają­
cych naprom ienienie kom órek dających początek wolniej rosnącym  kio-
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nom  (2), bądź też o znacznie większej zmienności rozm iarów poszczegól­
nych żyw otnych kolonii w naprom ienianych hodowlach w porów naniu 
z hodowlami kontrolnym i (6, 7, 12, 13, 27, 31). Zauważono, że odm ienne 
zachowanie się naprom ienianych linii kom órkowych utrzym uje się przez 
dłuższy czas (16) oraz podjęto próby izolowania i bliższego scharak tery­
zowania linii kom órkow ych o zmienionych cechach dzedzicznych (24). 
O statnio zaś, co nie jest bez praktycznego znaczenia dla radioterapii 
onkologicznej, wykazano, że również in vitro populacje naprom ienianych 
kom órek są wysoce niejednorodne z punktu  widzenia k inetyki w zrostu 
(8, 15).

Pierw szym i, którzy poświęcili więcej uwagi sprawie niejednorodności 
naprom ienianych populacji kom órek zwierzęcych byli D e w e y ,  H u m ­
p h r e y  i C o r k  (10). Zwrócili oni uwagę, że niejednorodność populacji 
przeżyw ających naprom ieniow anie jest przyczyną rozbieżności w ocenach 
skutków  prom ieniow ania przeprow adzanych dwoma podstawowym i m eto­
dami: oznaczania odsetka kom órek, które u traciły  zdolność do w ytw arza­
nia w pełni żyw otnych kolonii i określania stopnia zaham owania w zrostu 
populacji. W yniki uzyskiw ane za pomocą obu m etod pow inny być całko­
wicie zgodne, gdyby w szystkie kom órki przeżyw ające naprom ienienie
i w ytw arzające kolonie ulegały podziałom  w takich sam ych odstępach 
czasu jak  kom órki kontrolne przy uw zględnieniu popraw ki na opóźnienie 
pierw szych podziałów kom órek po naprom ienieniu. D e w e y i wsp. sto­
sując hodowle m ysich kom órek linii L wykazali, że przyczyną poważnych 
rozbieżności w yników uzyskiw anych tym i dwoma m etodam i jest w ydłuże­
nie czasu potrzebnego do podwojenia liczby kom órek (czasu podwajania) 
z 24 godzin w hodowlach kontrolnych do 41 godzin w populacji, k tóra po­
chodziła od hodowli naprom ienionej daw ką 1000 radów.

Próby bliższego scharakteryzow ania uszkodzeń, k tóre powodują spo­
wolnienie w zrostu populacji naprom ienianych i tworzenie się m ałych 
kolonii podjął S i n c l a i r  (25). W ykorzystał on fakt, że technika klono­
w ania pozwala na bliższe scharakteryzow anie populacji przeżyw ającej. 
Sinclair zanalizował rozkład rozm iarów kolonii w hodowlach kom órek 
szczepu V-79 (izolowanych z płuca chomika chińskiego) nienaprom ienia- 
nych i naprom ienianych dawkam i prom ieni X od 250 do 1500 R. Do­
brał on tak  ilości kom órek w populacji naprom ienianych, aby uzyskać na 
w szystkich pły tkach  hodowlanych zbliżone liczby kolonii. W spomnieć 
w arto, że po naprom ienieniu daw ką 1500 R zdolność do w ytw arzania ko­
lonii zachowywało około 0,2% kom órek. Rozm iary kolonii w hodowli kon­
tro lnej różnią się tylko nieznacznie, natom iast różnice rozm iarów kolonii 
wytw orzonych w hodowlach naprom ienianych są łatwo widoczne. Rozkład 
rozm iarów kolonii w zależności od daw ki ilu stru je  rysunek  1.

N ajliczniejszą grupę w hodowli kontrolnej stanow iły kolonie o średn i­
cy 2—2,5 mm. W hodowlach naprom ienianych obok takich kolonii w zra­
stały  również kolonie m niejsze i bardzo małe. W m iarę w zrostu daw ki
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spektrum  rozm iarów kolonii poszerzyło się i w zrastał odsetek m ałych ko­
lonii; po dawce 1500 R kolonie o średnicy do 0,5 mm stanow iły ponad 40%.

N astępnie z hodowli naprom ienionych dawką 1500 R wyizolowano ko­
m órki z m ałych, średnich i dużych kolonii. Z dużych i średnich kolonii 
wyprowadzono ponad dwadzieścia linii kom órkowych, zaś z m ałych ko­
lonii, zaw ierających od 40 do 200 kom órek — 14 linii kom órkowych. 
W niektórych próbach m ateriał z m ałych kolonii dzielono na dziesięć 
m niejszych próbek. W szystkie linie okazały się żywotne, a zatem  przyczyn 
pow staw ania m ałych kolonii nie można doszukiwać się w niepełnej ży­
wotności części kom órek wchodzących w ich skład. W szystkie nowe linie 
hodowano ponad rok porów nując kom órki poszczególnych linii pod wzglę­
dem  rozm iarów, szybkości wzrostu, liczby chromosomów, w ystępujących 
aberacji chromosomowych, w ydajności klonowania i wrażliwości na pro­
m ieniow anie.

Średnica kolonii, mm

R ys. 1. R ozkład  ro zm iaró w  ko lon ii k om órek  V-79 w  zależności od d aw k i (25).

Stwierdzono, że czas podw ajania w większości dużych kolonii wynosił 
od 10—14 godzin, natom iast w koloniach m ałych sięgał naw et 34 godzin. 
Nie znaleziono żadnej korelacji pomiędzy zwolnionym  w zrostem  a w ystę­
pow aniem  aberacji chromosomowych (choć znajdow ano je w ponad 30% 
kom órek naprom ienionych daw ką 1500 R) ani też nie znaleziono związ­
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ku pom iędzy szybkością wzrostu kolonii a ploidalnością komórek. Za­
równo w śród linii pochodzących z dużych, jak  i m ałych kolonii znajdo­
w ano populacje kom órkowe znacznie różniące się w ydajnością klonowa­
nia. N atom iast okazało się, że linie wyprowadzone z m ałych kolonii są 
bardziej wrażliw e na prom ieniow anie: średnia daw ka letalna (D37) w yno­
siła dla nich 130— 150 R, podczas gdy dla kom órek pochodzących z dużych 
kolonii dla wyjściow ej linii V-79 sięgała ona 200 R. Ponowne napro­
m ienienie kom órek linii tw orzących m ałe kolonie powoduje powstanie 
nowego spektrum  wielkości kolonii, przy  czym rozkład wielkości kolonii 
porów nyw alny z uzyskiw anym  po pierwszej ekspozycji obserwowano po 
naprom ienieniu  znacznie niższymi dawkam i. Fakt ten, jak  również u trzy ­
m yw anie się wydłużonego czasu podw ajania przez okres odpowiadający 
setkom  pokoleń w skazują w yraźnie na dziedziczenie subletalnego uszko­
dzenia przez kom órki w ykazujące upośledzony wzrost.

R ys. 2. R ozk ład  rozm iarów  ko lon ii po dziesięc iodn iow ej in k u b a c ji hodow li k om órek
H eL a.

# —0 —0  — hodow la kontrolna, O—O—O — hodow la naprom ieniona dawką 600 R. 
W każdej k o lon ii oznaczono liczbę kom órek i na tej podstaw ie obliczono liczbę podziałów, 

przez które przeszły populacje w  poszczególnych  kolon iach  (19).

N i a s ,  G i l b e r t ,  L a j t h a  i L a n g e  (19) zanalizowali rozwój po­
szczególnych kolonii w  naprom ienianych hodowlach kom órek HeLa, sto­
sując dokładniejszą niż pom iar średnicy kolonii technikę oznaczania liczby 
kom órek. Stw ierdzili oni jednak, że naw et nie naprom ieniane populacje 
takich kom órek są niejednorodne i ustalili, że pojaw ianie się wolniej ro- 
rosnących kom órek może być związane z w yw ołaniem  subletalnych 
uszkodzeń przez trypsynę stosow aną w czasie przenoszenia hodowli na no-
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we płytki. Zm ieniając w arunki oddzielania kom órek od podłoża uzyskali 
oni znacznie bardziej jednorodne populacje o czasie podw ajania około 29 
godzin i takie populacje poddali naprom ienianiu dawką 600 R prom ie­
niow ania X, co zm niejsza do 6°/o liczbę kom órek zdolnych do utw orzenia 
kolonii. Oznaczenie liczby kom órek w poszczególnych koloniach po dzie­
sięciodniowej inkubacji (rysunek 2) potwierdziło, że prom ieniow anie po­
w oduje uszkadzanie kom órek prowadzące do pow staw ania szerokiego 
spektrum  wielkości kolonii, a dalsze obserw acje upośledzonych populacji 
św iadczyły o dziedzicznym charakterze uszkodzeń ham ujących wzrost.

Badania autoradiograficzne N i a s a i wsp. (19), a również niektóre 
dane S i n c l a i r a  (25) w skazują, że główną przyczyną zaham owania 
w zrostu w m ałych koloniach jest w ydłużenie czasu życia pokolenia.

Omówione w yniki badań w skazują zatem , że w yw oływ ane przez pro­
m ieniowanie jonizujące dziedziczne uszkodzenia, upośledzające w zrost 
kom órek zwierzęcych w  hodowlach, są zjaw iskiem  powszechnym, przy 
czym stosunkowo niew ielkie dawki pow odują takie uszkodzenia u znacz­
nego odsetka kom órek przeżyw ających naprom ienienie.

Duża liczba upośledzonych kom órek w populacjach przeżyw ających 
naprom ienienie pozwala na badanie dziedzicznych uszkodzeń poprom ien­
nych również w hodowlach kom órek w zrastających w postaci zawiesin. 
Naw et długotrw ałe prow adzenie hodowli kom órek tego rodzaju  nie w y­
maga stosowania czynników uszkadzających, jak  na przykład trypsyna 
czy związki kom pleksujące używane do odczepiania kom órek od podłoża. 
Ponadto z zawiesin można uzyskać większe ilości m ateria łu  do badań 
biochemicznych.

Śledząc kinetykę w zrostu kom órek w hodowlach m ysich lim foblastów 
linii L 5178Y w zawiesinach (3) autor niniejszego artyku łu  zauw ażył róż­
nice w zachowaniu populacji, k tóre przeżyły naprom ienienie i populacji 
kontrolnych w hodowlach o bardzo niskiej początkowej gęstości populacji, 
w których naw et nienaprom ienione kom órki rozm nażają się wolniej. 
W zrost komórek, które przeżyły naprom ienienie był jeszcze w olniejszy, 
co świadczy o ich większej wrażliwości na niekorzystne w arunki w zrostu. 
Nadwrażliwość ta  u trzym uje się przez dłuższy czas, przy czym stopniowo 
m aleje zanikając po okresie odpow iadającym  czasowi życia kilkudziesięciu 
pokoleń (5). W skazywało to na niejednorodność populacji przeżyw ających 
naprom ienienie. Prawdopodobnie obok kom órek w zrastających z norm al­
ną szybkością zaw ierały one i kom órki upośledzone, k tóre w arunkow ały 
nadwrażliwość, a w czasie w zrostu hodowli były stopniowo elim inowane. 
Prześledzenie procesu ich elim inacji (4) w ykazało (rysunek 3), że popu­
lacje naprom ieniane niezbyt wysokimi daw kam i przechodzą przez trzy  
charakterystyczne fazy rozwoju.

Bezpośrednio po naprom ienieniu rozpoczyna się faza I (po dawce 150 
R odpowiada ona około 15-tu czasom podw ajania), podczas k tórej
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elim inowane są uszkodzone letalnie komórki. Przed zakończeniem fazy
I odsetek kom órek nieżyw otnych w populacji powraca do poziomu 
kontroli.

W fazie II populacje naprom ieniane w zrasta ją  wolniej niż kontrolne, 
mimo że składają się w tym  samym stopniu z kom órek żywotnych. W fazie 
tej zapewne zachodzi elim inacja kom órek upośledzonych pod względem 
aktyw ności proliferacyjnej. W znacznym  przedziale dawek długość fazy
II w niew ielkim  stopniu zależy od daw ki i odpowiada nieco więcej niż 
80-ciu czasom podw ajania.

Rys. 3. P o ró w n an ie  k in e ty k i w zro stu  p o p u lac ji k o m ó rek  L  5178Y n ap ro m ien ian y ch  
różnym i d aw k am i p ro m ien io w an ia  X  i p o p u lac ji n ien a p ro m ie n ia n e j (4)

N — oznacza liczbę kom órek w  1 ml

W fazie III szybkość wzrostu populacji naprom ienianych zrów nuje 
się z szybkością w zrostu hodowli nienaprom ienianych.

Badania kinetyczne pozwoliły też ocenić w przybliżeniu udział komó­
rek  upośledzonych w populacji przechodzącej z fazy I do II. Okazało się, 
że na początku fazy II odsetek komórek, których wzrost jest upośledzony 
dziedzicznie, nie zależy od dawki prom ieniow ania jonizującego w pew nym  
przedziale dawek. Potw ierdził to ostatnio B e r  r  y  (9) badając kom órki 
HeLa. Brak zależności tego typu  może oznaczać, że bezpośrednio po n a ­
prom ienieniu w szystkie kom órki w populacji są uszkadzane. Później r 
w zależności od stopnia uszkodzenia i wydolności mechanizm ów napraw y, 
uszkodzenia mogą prowadzić w  niektórych kom órkach do efektów le ta l- 
nych, w innych następuje częściowa napraw a zapew niająca żywotność, ale
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nie prowadząca do całkow itej odbudowy aktyw ności proliferacyjnej, 
w jeszcze innych wreszcie odbudowa aktyw ności proliferacyjnej jest cał­
kowita.

Rozwój hodowli naprom ienionych wysokimi dawkam i (na przykład po­
pulacja naprom ieniona daw ką 450 R, przedstaw iona na rysunku
3 nie w ykazuje trzech faz rozwoju, gdyż prawdopodobnie populacja taka 
składa się wyłącznie z upośledzonych dziedzicznie kom órek i wzrost ho­
dowli jest zwolniony przez cały okres obserwacji.

Nie można wykluczyć, że dziedziczne uszkodzenia w yw oływ ane przez 
prom ieniow anie w różnych rodzajach kom órek, a naw et w różnych ko­
m órkach jednorodnej populacji m ają odm ienny charakter. Oprócz w y­
stępow ania w naprom ienianych populacjach kom órek o wydłużonym  
cyklu kom órkowym  (19, 25) opisano również obserw acje świadczące o w y­
raźnie obniżonej żywotności populacji naw et po dłuższym  czasie od napro­
m ienienia (25, 29, 30). Obydwa te efekty mogą występować łącznie w tej 
samej populacji dotycząc różnych (25), a naw et tych sam ych komórek.
0  tej ostatniej możliwości świadczą obserw acje T h o m p s o n a  (26) 
wskazujące, że czas życia pokolenia w letalnie uszkodzonych liniach ko­
m órkowych stopniowo w ydłuża się, aż do całkow itej u tra ty  aktyw ności 
proliferacyjnej. E l k i n d  i wsp. (11) tłum aczą to w ystępow aniem  efek­
tów letalnych dopiero wówczas, gdy w kom órkach potom nych ulegnie 
rozcieńczeniu poniżej krytycznego poziomu jakiś isto tny  składnik 
wew nątrzkom órkow y, którego w ytw arzanie zostało zaham owane częścio­
wo lub całkowicie. Ponadto pewien udział w obserw owanych efektach 
może mieć opóźnienie pierwszych po naprom ienieniu podziałów kom órko­
wych, które według L u n d  i R o s e n g r e n a  (17) może być bardzo 
znaczne i sięgać na przykład dla kom órek HeLa kilku tygodni. Ocena iloś­
ciowa dotychczasowych danych w yklucza jednak aby opóźnienia takie 
by ty  jedynym  źródłem  obserwowanych zjawisk.

Dokładniejsze prześledzenie losów poszczególnych kom órek i ich po­
tom stw a um ożliwia technika m ikrokinem atografii, chociaż okres, w k tó­
rym  można prowadzić obserw acje tą  techniką w praktyce nie przekracza 
czasu życia kilku pokoleń. W yniki takich badań potw ierdzają fak t w ydłu­
żania się cyklu komórkowego części kom órek żyw otnych w populacjach 
potom nych po naprom ienieniu (1, 14, 18). Ponadto stw ierdzono jednak 
(1, 14) również wydłużenie cyklu komórkowego u potom stw a komórek, 
które bezpośrednio po naprom ienieniu nie w ykazują w ydłużenia cyklu. 
W ydłużenie okresu międzypodziałowego obserwowano niekiedy po paru  
norm alnych cyklach, przy czym w pewnych przypadkach upośledzenie to 
przenoszone było na dalsze pokolenie, a w innych nie. N iewątpliw ie 
świadczy to o złożoności zjaw isk związanych z dziedzicznym i uszkodze­
niam i popromiennymi.

Sklasyfikowanie zmian obserwowanych na poziomie kom órkow ym
1 ich ilościowa ocena może zbliżyć nas do znalezienia odpowiedzi na
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zasadnicze pytanie dotyczące m echanizmów przenoszenia uszkodzeń z po­
kolenia na pokolenie. Być może uda się ustalić, czy zm iany te m ają cha­
rak te r m utacji cytoplazm atycznych, k tóre jak  wiadomo w yróżniają się 
znaczną częstością w ystępow ania, czy też, że są to uszkodzenia inform acji 
genetycznej zaw artej w jądrze. Rozstrzygnięcie tego zagadnienia powinno 
ułatw ić znalezienie odpowiedzi na pytanie czy poprom ienne efekty letalne
i dziedziczne upośledzenie subletalne wiążą się z uszkadzaniem  różnych 
miejsc w kom órkach, czy też są one w ynikiem  uszkadzania tych samych 
obszarów, lecz w różnym  stopniu.

P  e t r  o v i ć i N i a s  (21) stw ierdzili, że dodanie do naprom ienianej 
hodowli komórek HeLa rów nom olarnej m ieszaniny czterech dezoksynu- 
kleozydów powoduje nie tylko zwiększenie liczby kolonii, lecz również 
pewne przyspieszenie wzrostu kom órek uszkodzonych subletalnie. Można 
podejrzewać, że dezoksynukleozydy służą tu  jako m ateriał do odbudowy 
uszkodzonych fragm entów  DNA przez m echanizm y napraw y popro­
m iennej.

W badaniach dziedzicznych uszkodzeń poprom iennych przydatny  może 
okazać się fakt, że inne czynniki w yw ołują podobne uszkodzenia. Wspo­
m niano już o uszkadzającym  kom órki HeLa działaniu trypsyny  (19, 20). 
Efektu tego nie stw ierdzono w prawdzie w przypadku kom órek chomika 
(25), ostatnio doniesiono jednak, że podobne uszkodzenia mogą wywoływać 
pewne substancje toksyczne, a naw et kró tkotrw ałe ogrzewanie hodowli 
kom órkowych do 45—47°C (28).

Badania dziedzicznych uszkodzeń poprom iennych w som atycznych ko­
m órkach zwierzęcych znajdu ją  się w początkowej fazie. Na razie, obok 
dwu podstawowych kategorii kom órek rozróżnianych w populacjach n a ­
prom ienianych, to jest kom órek żyw otnych i kom órek uszkodzonych 
letalnie, dostrzeżono znajdującą się na pograniczu tych dwu kategorii 
klasę kom órek żywotnych, lecz upośledzonych dziedzicznie. Dalszy rozwój 
tych badań z pewnością przyczyni się do zbliżenia teorii radiobiologicz­
nych do rzeczywistego obrazu zjaw isk zachodzących w naprom ienianych 
kom órkach żywych.
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Laureaci Nagrody Nobla z dziedziny medycznej w 1967 roku 
G. Wald, R. Granit i H. K. Hartline

N agrodę N obla z z ak resu  m edycyny  za ro k  1967 o trzy m ali zespołow o trze j uczeni: 
G. Wald , R. Granit ,  H. K. H ar t l ine  za w y b itn e  o d k ry c ia  nad  m echan izm em  p o w sta ­
w a n ia  w rażeń  w zrokow ych .

G. W ald,  la t  61, p ro fe so r U n iw e rsy te tu  H a rv a rd , ju ż  w  la ta c h  trzy d z ies ty ch  
w y k aza ł znaczen ie  v ita m in y  A w  p roces ie  w idzen ia . P od  w p ływ em  ab so rp c ji k w a n tu  
św ia tła  w  zew n ę trzn y ch  członach  p ręc ik ó w  ro d o p sy n a  pop rzez  zw iązki pośredn ie : 
p re lu m in o ro d o p sy n ę , lu m in o -ro d o p sy n ę  i m e ta ro d o p sy n ę , ro zk ład a  się n a  n eo re ty n in ę  
b i opsynę. W  czasie  te j re a k c ji n e o re ty n in a , b - l l - c i s  izom er a ld eh y d u  w itam in y  
Aj, p rzek sz ta łca  się w  izom er trans  i p o w s ta ją  dw ie  g ru p y  -SH , k tó re  u m ożliw ia ją  
w y tw o rzen ie  p o te n c ja łu  czynnościow ego. W  la b o ra to r iu m  W ald a  określono  rów nież  
in n e  p ig m en ty  fo to recep to ró w : jodopsynę, p o rf iro p sy n ę  i c janopsynę . O kazało  się, 
że su b s ta n c je  św ia tło czu łe  s ia tk ó w k i k ręgow ców  i p ig m en ty  w zrokow e u b ezk rę ­
gow ców  są podobne. J e s t  to jed n o  z p ięk n y ch  i zd u m iew a jący ch  o s iąg n ięć .b io ch e ­
m icznych  W alda w e w spó łczesnej biologii. W ald  p o d a ł tak że  d an e  d ośw iadczalne  dla 
tr,ó jch rom atycznej te o r ii b arw . M etodą m ik ro sp ek tro fo to m e try czn ą  w y k aza ł w  s ia t­
ków ce lu d zk ie j trzy  ro d za je  czopków  o m ak s im u m  ab so rp c ji: 450, 525, i 555 nm .

R. Granit,  la t  67, em ery to w an y  d y re k to r  K ró lew sk iego  In s ty tu tu  N euro fiz jo log ii 
w  S ztokholm ie, p rzep ro w ad z ił zasadn icze  b a d a n ia  z e lek tro fiz jo lo g ii s ia tk ó w k i. W y­
kaza ł on, że p o te n c ja ł czynnościow y d a je  o b iek ty w n y  o b raz  s ia tk ó w k i in  situ.  P race  
R. G ra n ita  w  te j dz iedz in ie  są  p o d staw ą  e le k tro re tin o g ra f ii k lin iczn e j. D zięki zasto ­
sow an iu  m ik ro e lek tro d  zb ad a ł on ak ty w n o ść  poszczególnych  ko m ó rek  zw ojow ych 
s ia tk ó w k i o raz  u s ta li ł  ich  w za jem n e  o d d z ia ły w a n ia  n a  bodźce p o b u d za jące  i h a ­
m ujące . Z n an e  są  pow szechn ie  p ra c e  G ra n ita  n ad  m echan izm em  p o w staw an ia  w rażeń  
b a rw n y ch . N iek tó re  fo to recep to ry  (dom inato ry ) p o s iad a ją  roz leg łą  czułość sp e k tra ln ą , 
n a to m ia s t in n e  e lem en ty  s ia tk ó w k i (m odu la to ry ) bezpośredn io , bądź  po ch ro m aty cz ­
nej ad a p ta c ji, są w ra ż liw e  n a  w idm o o s to sunkow o  w ąsk im  paśm ie . B ad an ia  G ra n ita  
da ły  p ierw szy  b ezp o śred n i dow ód w y sp ec ja lizo w an e j czułości sp e k tra ln e j o k reś lo ­
nych  czopków .

Je d n a k ż e  p o zn an ie  m echan izm u  d z ia ła n ia  fo to recep to ró w  je s t ty lk o  częścią 
p rob lem ów  w idzen ia . D rug i zespół zag ad n ień  do tyczy  sposobu  k o d o w an ia  in fo rm ac ji 
w zrokow ej p rzy  p rz e k a z y w a n iu  je j od fo to recep to ró w  do m ózgu. Z asadn iczych  od­
k ry ć  w  te j dz iedz in ie  d o k o n a ł H. K . H artl ine ,  la t  67, p ro fe so r b io fizyk i U n iw e rsy te tu  
R ock efe le ra  w  N ow ym  Y orku , w  r. 1932 zap isa ł on  jak o  p ie rw szy  ak ty w n o ść  p o je ­
dynczych  w łó k ien  n e rw u  w zrokow ego u  k ra b a  L im u lu s .  W y n ik i jego  b a d a ń  dow iodły , 
że im p u lsy  p rzek azy w an e  p rzez  p o jed y n cze  w łó k n a  są  m ało  z różn icow ane w ed ług  
k sz ta łtu  i am p litu d y . In fo rm a c ja  d o tycząca  n a  p rzy k ład  o św ie tlen ia  fo to recep to ra  
zakodow ana  je s t w  często tliw ości im p u lsó w  b ieg n ący ch  do m ózgu. R ów nież za sad n i­
cze d la  teo rii w id zen ia  b y ły  rozleg łe  b a d a n ia  H a r tl in e ’a  n ad  p o lam i recep c ji w łó k ien  
n e rw u  w zrokow ego. H a r tl in e  p o d a ł m a p ę  ty ch  pó l dow odząc jednocześn ie , że ko ­
m ó rk a  zw ojow a s ia tk ó w k i m oże być p o b u d zo n a  lu b  h am o w an a  p rzez  w ie le  fo to re ­
cep to rów  m a jący ch  zb ieżne drogi. W ym ien ione  tu , n ie k tó re  w y n ik i b a d a ń  H a r tl in e ’a 
oraz  o d k ry c ia  W alda , i G ra n ita  n a w za jem  się u zu p e łn ia ją , choć b y ły  w y k o n y w an e  
n ieza leżn ie . P rzy czy n iły  się one do częściow ego p o zn an ia  m ech an izm u  fo to recep c ji — 
tra n s fo rm a c ji k w an tó w  św ia tła  w  z jaw isk o  w idzen ia .

T. M ik u lsk i
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RECENZJE

Biosynthetic Pathways in Higher Plants, red. J. B.
Pridham i T. Swain. Academic Press. Londyn, New York 1965. 212 str.

R ecen zo w an a  k s ią ż k a  je s t zb iorem  re fe ra tó w  w ygłoszonych  n a  sym pozjum  
pośw ięconym  b io sy n tez ie  p ie rw o tn y ch  i w tó rn y c h  p ro d u k tó w  ro ś lin n y ch , zorgan izo ­
w an y m  w  d n iach  od 13 do 15 k w ie tn ia  1964 r. w  L eeds p rzez  P lan t  Phenolic  Group, 
k tó ra  n a  dorocznym  z e b ran iu  w  ty m  sam ym  ro k u , w  zw iązku  z rozszerzonym  p ro ­
g ram em  d y sk u s ji p rz y ję ła  nazw ę P h y to ch em ica l  Group.

P odobn ie  ja k  m a te r ia ły  p o p rzed n ich  sym pozjów  te j o rg an izac ji (P henolics in  
P la n ts  in  H e a lth  an d  D isseases, P e rg am o n  P ress , 1960; E nzym e C h em is try  of P h en o ­
lic C om pounds, P e rg am o n  P re ss  1963) ró w n ież  i recen zo w an y  tom  n ie  je s t zb iorem  
op raco w ań  m o n o g ra fic zn y ch  o jed n o lity m  c h a ra k te rz e  i  o b e jm u jący ch  w  sposób 
m n ie j lu b  b a rd z ie j w y cze rp u jący  p ew n ą  g ru p ę  zag ad n ień  b iochem ii ro ś lin . B io sy n -  
the t ic  P a th w a y s  je s t  racze j zb iorem  d y sk u sy jn y ch  re fe ra tó w  do tyczących  różnych  
dziedz in  b a d a ń  n ad  p ie rw o tn y m i i w tó rn y m i m e ta b o lita m i ro ś lin , p rzy go tow anych  
p rzez  n a jw y b itn ie jsz y c h  sp ec ja lis tó w  p ra c u ją c y c h  w  ty ch  dz iedz inach  w  W ielk ie j 
B ry tan ii.

T en  d y sk u sy jn y  c h a ra k te r  n a jm n ie j w idoczny  je s t w  dw óch p ie rw szy ch  p racach  
recenzow anego  tom u : N. A .  Burges  i M. H. H u rs t  z U n iw e rsy te tu  w  L iverpoo lu  o m a­
w ia ją  ro lę  s t r u k tu r  w e w n ą trzk o m ó rk o w y ch  w  ew o lu c ji i re g u la c ji szeregów  b io sy n - 
te tycznych , a T. S w a in  z C am b rid g e  w ięk szą  część sw ego re f e ra tu  pośw ięcił m etodom  
b a d a n ia  b io syn tezy . N as tę p n ie  T. W. G o od w in  z U n iw e rsy te tu  w  A b e ry s tw y th  om a­
w ia  w  dw óch k o le jn y ch  a r ty k u ła c h  zag ad n ien ia  b io syn tezy  k a ro ten o id ó w  i reg u lac ji 
sy n tezy  te rp en o id ó w  w  ro ś lin ach  w yższych . N as tęp n e  p ra c e  to: L. F o w d en a  z U n i­
w e rsy te tu  L o n d y ń sk ieg o  o b io sy n tez ie  am inokw asów , D. B u tle ra  z L iv e rp o o lu  o p ro b ­
lem ach  b a d a n ia  b io sy n tezy  b ia łk a  w  ro ś lin a c h  w yższych, R. D. P restona  z L eeds
o b io sy n tez ie  celu lozy, F. A . Ishe rw o o d a  z C am b rid g e  o n ie k tó ry c h  zag adn ien iach  
b io syn tezy  lig n in y , T. B. C ro m w e l la  z H u ll o b iogenez ie  a lk a lo id ó w  p ip ery d y n o w y ch , 
J. Lascelles  z O x fo rd u  o p ro b lem ach  b io sy n tezy  ch lo ro filu  i S. L. R a n so na  z N ew castle
0 k w asach  ro ś lin n y ch . W  recen zo w an y m  tom ie  zna laz ły  się  rów n ież  n a d e s ła n e  s tre sz ­
czen ia  re fe ra tó w  G. A . B arbera  z B e rk e ly  w  U SA  o ro li n u k leo ty d ó w  w  p rzem ian ach  
cukrow ców  i H. G riesebacha  z F re ib u rg a  w  N R F o a n to c y ja n id y n a c h  i flaw ono idach .

Ż ad en  z au to ró w  p ra c  zam ieszczonych  w  o m aw ian y m  to m ie  n ie  s ta w ia ł sobie za 
cel p rz e d s ta w ie n ia  ca ło k sz ta łtu  po ru szan eg o  zag ad n ien ia . W szystk ie  w ypow iedzi są 
sk ie ro w an e  do sp ec ja lis tó w  p ra c u ją c y c h  w  o m aw ian e j lu b  p o k rew n y ch  dziedz inach
1 dobrze zo rien to w an y ch  w  p o d staw o w y ch  zag ad n ien iach  b io sy n tezy  p ie rw o tn y ch  
i w tó rn y ch  m e tab o litó w  ro ś lin n y ch . U o g ó ln ien ia  p rzed s taw io n e  w  n ie k tó ry c h  p racach  
o p a rte  są n a  w y n ik ach  b a d a ń  o s ta tn ic h  la t  i często  s tan o w ią  jeszcze h ipo tezę  roboczą, 
a n ie  u sy s tem a ty zo w a n ie  szczegółow o ud o w o d n io n y ch  p rocesów . D otyczy to zarów no 
m ech an izm u  re g u la c ji sy n tez  te rp en o id ó w , ja k  i p ro cesu  p o w staw an ia  w łó k ien  ce lu ­
lozy, w za jem n y ch  zależności ró żn y ch  d róg  b io sy n tezy  a lk a lo id ó w  p ip e rydynow ych , 
a n a w e t ta k  dobrze  zb ad an y ch  zag ad n ień , ja k  b io sy n teza  am in o k w asó w  i ro ś lin n y ch  
kw asów  o rgan icznych . Z w ra c a  u w ag ę  p o ru sz a n ie  p rzez  n ie m a l każdego  au to ra  p ró b ie -
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m aty k i reg u lac ji p rocesów  b io sy n te ty czn y ch , d o k o n y w an e  n a jczęśc ie j w  fo rm ie  p ro ­
pozycji lu b  h ipotez.

Z b ió r re fe ra tó w  z aw arty  w  to m ie  „B iosyn the tic  P a th w a y s” n ie  o b e jm u je  ca ło ­
k sz ta łtu  zagadn ień  zw iązanych  z b io syn tezą  m e tab o litó w  ro ś lin n y ch  i n ie  to by ło  za ­
m ierzen iem  w ydaw cy . N iek tó re  z ag ad n ien ia  są za ledw ie  zasy g n a lizo w an e  w  p ostac i 
s treszczeń  re fe ra tó w , in n e  do tyczące n iem n ie j w ażn y ch  g ru p  po łączeń  chem icznych , 
ja k  n a  p rzy k ład  lip idy , k w asy  n u k le in o w e  czy liczne  m e tab o lity  w tó rn e  — ca łkow ic ie  
pom in ię te .

P ro fil recenzow anej k siążk i pow oduje , że n ie  m og łaby  ona  być  za lecana  jako  
le k tu ra  u zu p e łn ia jąca  d la  p o czą tk u jący ch  p raco w n ik ó w  n au k i. N iem n ie j dobrze  by  
było aby  m ogła się znaleźć w  każde j p raco w n i z a in te re so w an e j zag ad n ien iam i b io ­
chem ii roślin .

S. L e w a k

M. Rybak, Z. Brada, J. M. Hais: Saulenchromatographie an Cellulose Jonenaustauschern,
Jena 1966, VEB, G. Fischer, 551 str.

C zechosłow acki ośrodek  b a d a ń  nad  ch ro m a to g ra fią  o d d aw n a  ju ż  zalicza się do 
czołów ki św ia tow ej. P od ręczn ik  „C h ro m a to g ra fia  B ibu łow a” w  języ k u  czeskim  w y ­
dany  w  1954 ro k u  n a leż a ł do p io n ie rsk ich  i n a jb a rd z ie j w y cze rp u jący ch  op raco w ań  
z te j dz iedziny  w  ow ym  ok res ie  i p rze tłum aczono  go n a  w ie le  języków . D rug ie , 
k ilku tom ow e, rozszerzone w y d an ie  tego  p o d ręczn ik a  w  języ k u  n iem ieck im  zaw ie ra  
b ib lio g ra fię  doskonale  o p raco w an ą  w ed ług  p rob lem ów  i au to ró w  do 1960 roku . D la 
nas  k s iążk a  ta  je s t szczególnie poży teczna  gdyż w  żadnym  z do tychczasow ych  w y ­
d aw n ic tw  zarów no  po lsk ich , ja k  i zag ran icznych  n ie  zn a jd z iem y  ta k  w y cze rp u jąco  
zeb ran y ch  p rac  po lsk ich . C zechosłow acki zespół ch ro m a to g ra ficzn y  sk u p ia  w ie lu  
chem ików  różnych  specja lnośc i, od te o re ty k ó w  do an a lity k ó w , a  p o n ad to  b io ch em i­
ków , biologów  i lek a rzy . Ś w iadczą  o ty m  sy s tem a ty czn ie  o rg an izo w an e  sy m p o zja  
m iędzynarodow e i s ta ra n n ie  w y d aw an e  p a m ię tn ik i sym pozja lne , p o n ad to  w y d a w n ic ­
tw a  sp ec ja lis ty czn e  z dziedziny  m e to d y k i ch ro m ato g ra ficzn e j. P o zo s ta je  n am  ty lk o  
podziw iać i w ysoko cenić te  zespołow e osiągn ięcia .

O sta tn io  w y d an a  w  języ k u  n iem ieck im  czeska m o n o g ra fia  pod ty tu łe m : „C h ro ­
m a to g ra f ia  k o lu m n o w a na  jo n o w y m ien n ik ach  ce lu lozow ych” zaw ie ra  16 rozdzia łów  
op racow anych  p rzez  12 chem ików  i b iochem ików . A u to ram i są  k ie ro w n icy  i p ra c o w ­
nicy  In s ty tu tó w  n au k o w y ch  i K a te d r  U czelni: In s ty tu tu  B iochem ii i F a rm a c ji, 
H em ato log ii i T ra n sfu z ji k rw i, O nkologii, M ikrobio log ii, W iru so log ii o raz  Z ak ład ó w  
U n iw ersy teck ich  B iochem ii i B o tan ik i. N iew ą tp liw ie  a k tu a ln o ść  i w a rto ść  m o n o g ra fii 
w iążą  się z tru d n y m  p ro b lem em  dobo ru  n a jlep sze j m e to d y k i c h ro m a to g ra fic zn e j d la  
rozdz ie lan ia  zw iązków  w ie lkocząsteczkow ych , a  w  szczególności b ia łek . O becn ie  
osiągn ięcia  te ch n ik i ko lu m n o w ej n a  jo n o w y m ien n ik ach  celu lozow ych  s ta w ia ją  tę  
m etodę w  rzędz ie  n a jlep szy ch  w  an a liz ie  zw iązków  w ie lkocząsteczkow ych . N a cz te ry  
p ie rw sze  rozdzia ły  w  części ogólnej sk ła d a ją  się: sy n te ty czn y  p rzeg ląd  zn an y ch  m etod  
ch ro m ato g raficzn y ch  i ich  k ró tk a  c h a ra k te ry s ty k a  (J. Hais), p re p a ra ty k a  jonow y  - 
m ien n ik ó w  celu lozow ych i c h a ra k te ry s ty k a  ich  w łasnośc i fizy czn y ch  i chem icznych  
(J. Koci  i Z. Pechan), p ro b lem y  teo re ty czn e  p rocesów  jo n o w y m ien n y ch  (A. K oćent)  
i szczególnie cenne i pożyteczne d la  w iększości odb io rców  szczegóły  tech n iczn e  od­
n o śn ie  doboru  odpow iedn ich  do b ad anego  m a te r ia łu  jo n o w y m ien n ik ó w , p o n ad to  
p rak ty czn e  p rzep isy  i in te rp re ta c ja  w y n ik ó w  (Z. Brada). Część sy s te m a ty c z n a  o b e j­
m u je  fra k c jo n o w a n ie  b ia łek  osocza w  fiz jo log ii i p a to log ii (M. R y b a k )  rozd z ie lan ie
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hem oglob iny  i innych  b ia łek  w  k rw in k a c h  (Z. Brada),  b ia łe k  w  p ły n ach  u stro jo w y ch  
(m leko, p ły n  m ózgo-rdzen iow y , ślin a , sok trzu s tk o w y , jad y  w ężow e, mocz) (Z. Brada  
i C. A ltaner),  b ia łek  tk an k o w y ch  {C. A ltaner),  h o rm onów  o budow ie  b ia łk o w ej i po li- 
p ep ty d o w ej (M. Queisnerova), enzym ów  (Ć. A ltaner) ,  b ia łe k  ro ś lin n y ch  {J. T u p y  
i M. Cech), kw asów  n u k le in o w y ch  i po lin u k leo ty d ó w  (J. Doscoćil), su b s ta n c ja  pocho­
dzen ia  b a k te ry jn e g o  (V. Liebl),  w iru só w  (L. Hana), w ie locuk row ców  (Z. Brada) 
i zw iązków  n iskocząsteczkow ych  (am inokw asów  i pep tydów , w ita m in  i koenzym ów , 
an ionów  i k a tio n ó w  n ieo rgan icznych ) (Z. Pechan).

W szystk ie  te  rozdzia ły  łączy  w spó lny  sch em at o p racow an ia . R ed ak c ji uda ło  się 
u n ik n ąć  pospolitego b łęd u  w y d aw n ic tw  zb iorow ych  — n ie ró w n o m ie rn e j rozbudow y 
poszczególnych rozdziałów . P iśm ien n ic tw o  zeb ran o  oddzie ln ie  d la  każdego  rozdziału . 
N ieste ty  b ra k  pozycji b ib lio g raficzn y ch  z o s ta tn ic h  la t, cechu jący  w szystk ie  w iększe  
w y d aw n ic tw a  zbiorow e o d łuższym  okres ie  p rzygo tow aw czym  do p u b lik ac ji, w y s tąp ił 
i w  ty m  w y d aw n ic tw ie . Szkoda, że R ed ak c ja  n ie  d o d a ła  „ad d en d u m ”. L iczne ta b e le  
z p rzeg ląd em  jo n o w y m ien n ik ó w  i ich  c h a ra k te ry s ty k ą  u ła tw ia ją  czy te ln ikow i dobór 
tychże  do w łasn y ch  b adań . S ądząc n a  p o d staw ie  ty tu łu  w y d aw ało b y  się, że pow yższa 
m o n o g ra fia  je s t bardzo  sp ec ja lis ty czn a  i m oże budzić  za in te reso w an ie  ty lk o  u bardzo  
n iew ie lk iego  grona czy te ln ików . Jed n ak o w o ż  d o k ład n y  p rzeg ląd  w szystk ich  rozd z ia ­
łów  pozw ala  ją  ocenić jak o  b a rd zo  uży teczną  d la  w iększości pi’acow ni n aukow ych  
i usługow ych , lab o ra to r ió w  k lin icznych , p raco w n i m ik rob io log icznych  i p rzem y sło ­
w ych. P ew n ą  tru d n o ść  d la  po lsk iego  czy te ln ik a  m oże s tanow ić  języ k  n iem ieck i 
p u b lik ac ji, pon iew aż szczególnie m łodsze p o k o len ie  p raco w n ik ó w  n au k o w y ch  i lab o ­
ra to ry jn y c h  ogran icza sw ą znajom ość ję zy k a  obcego racze j ty lk o  do angielskiego. 
K siążk a  ta  z a in te re su je  g łów nie  ty ch  p raco w n ik ó w , k tó rzy  za jm u ją  się  rozdzie lan iem  
i an a liz ą  m ieszan in  zw iązków  w ie lkocząsteczkow ych . D oskonały  p a p ie r  i p ięk n e  o p ra ­
cow an ie  g ra ficzne  podnoszą w a rto ść  i u z u p e łn ia ją  za le ty  tego cennego w y d aw n ic tw a .

J. O p ień ska -B la u th

Biochemical Factors in Alcoholism, wyd. Roger P. Maickel, Pergamon Press, Oxford, London, 
Edinburgh, New York, Toronto, Sydney, Paris, Braunschweig 1967. str. XI +  256.

O m aw ian e  dzieło o b e jm u je  19 op raco w ań  zg ru p o w an y ch  w  cz te rech  rozdziałach . 
N a p ie rw szy  z n ich  sk ła d a ją  się a r ty k u ły  o m aw ia jące  d z ia łan ie  e tan o lu  n a  n ie ­
k tó re  p rocesy  b iochem iczne u  cz łow ieka i zw ie rzą t dośw iadczalnych . R ozdział ten  
rozpoczyna o p racow an ie  n a  te m a t użycia  zw ie rzą t dośw iadcza lnych  do b ad ań  nad  
alkoho lizm em  (J. P . v. W artburg) .  A u to r p o d k re ś la  p rzyczyny , d la  k tó ry c h  n ie  w olno 
b ezk ry ty czn ie  ek strap o lo w ać  n a  cz łow ieka  w y n ik ó w  u zy sk an y ch  n a  zw ierzę tach , 
m im o iż m etabo lizm  e ta n o lu  p rzeb ieg a  u n ich  po tych  sam ych  to rach . D w a o p raco w a­
n ia  do tyczą w olnego w y b o ru  m iędzy  w odą a 10— 15'% e tan o lem  przez  zw ierzę ta  do­
św iadczalne . S tw ierdzono  g ene tyczn ie  u w a ru n k o w a n ą  sk łonność  do w y b o ru  n ap o ju  
a lkoholow ego  p rzez  szczury  (O. A. Forsander).  O bc iążah ie  a lkoho lem  ośrodkow ego 
u k ła d u  nerw ow ego m ałp  n ie  w p ły w a  n a  w y b ó r (G. Koz, J. H. M endelson).  N a szcze­
gó lną  uw agę zasłu g u ją  o p raco w an ia  do tyczące  ham u jąceg o  d z ia ła n ia  e tan o lu  na 
a k ty w n y  tr a n s p o r t  ka tio n ó w  {H. K a lan t ,  Y. Israel) , m etabo lizm  a m in  w  a lkoho lizm ie 
(V. J . S ch enker ,  B. K issin , L. S. M aynard ,  A . C. Sch enker)  o raz  w p ły w u  d isu lfiram u  
i e tan o lu  na  katabo lizm  n o ra d re n a lin y  u  człow ieka  (A. A. S m ith ,  S. Gitlow).  O bok 
w yw ołanego  p rzez h am o w an ie  ak ty w n eg o  tr a n s p o r tu  w p ły w u  a lk o h o lu  na  ak tyw ność  
A T P -azy , w  w y stąp ien iu  o b jaw ó w  z a tru c ia  w ażn ą  ro lę  odg ryw ać  m oże też h a m u ją c e  
d z ia łan ie  a lkoho lu  n a  u w a ln ia n ie  ace ty lo ch o lin y  z zakończeń  nerw ow ych . W yb itne

http://rcin.org.pl



47 8 RECE N Z JE [4]

w y d a lan ie  try p ta m in y  z m oczem  u ludz i po spożyciu  a lk o h o lu  spow odow ane  je s t 
p rzed e  w szystk im  zw iększonym  u w a ln ian iem  am in  z depozytów . D isu lfiram , lek  
często uży w an y  w  k u ra c ji odw ykow ej a lkoho lików , h a m u ją c  d eh y d ro g en azę  a ld e ­
hydow ą, w p ły w a  n a  m etabo lizm  n o ra d re n a lin y . T ak i sam  e fe k t w y w o łu ją  duże ilości 
a lkoho lu . O p raco w an ie  do tyczące ro li a ld eh y d u  octow ego (E. B. T r u i t t  Jr., G. Duritz)  
podk reś la , że ten  p ro d u k t p o śred n i w  p rzem ian ie  a lkoho lu  dz ia ła  jak o  bodziec s tre s -  
sow y na u k ład  podw zgó rzo w o -p rzy sad k o w o -n ad n erczo w y  i je s t czynn ik iem  u w a ln ia ­
jącym  am in y  b iogenna  z in n y ch  części u k ła d u  nerw ow ego .

R ozdziały  d rug i i trzec i pośw ięcone są zagadn ien iom  zw iązanym  z m etabo lizm em  
e tan o lu  i zm ianam i pato log icznym i ja k ie  zw iązek  ten  w y w o łu je  u  ludz i i zw ierząt.

W szechstronne  b a d a n ia  nad  sy n tezą  tłu szczów  i k w asó w  tłu szczow ych  z a lkoho lu  
(H. Casier) s tan o w ią  p o d staw ę  d la  zrozum ien ia  ro li e tan o lu  w  p a to g en ez ie  m arskośc i 
w ątro b y . D ośw iadczen ia  n ad  se ry jn y m  oznaczan iem  a ld eh y d u  octow ego w  p o w ie trzu  
pęcherzykow ym  po p o d an iu  a lk o h o lu  (G. Freund)  p o d k re ś la ją  to k sy czn e  dz ia łan ie  a l ­
d ehydu  octow ego w  p a togenez ie  ch ronicznego  alkoho lizm u. W  b a d a n ia c h  nad  w p ły ­
w em  g lukagonu  i tró jjo d o ty ro n in y  u psów  (F. W. K inard ) o raz  h o rm onów  tarczycy , 
in su lin y  i D -glukozy u ludzi (P. E. S tokes ,  B. Lasley)  au to rzy  s tw ie rd z ili b ra k  d z ia ­
łan ia  tych  zw iązków  n a  k in e ty k ę  p rzem ian  alkoho lu , co zw łaszcza w  o d n ies ien iu  do 
tró jjo d o ty ro n in y , je s t w ciąż  jeszcze sporne . W yn ik i b a d a ń  n ad  m etabo lizm em  a lk o ­
ho lu  u  m yszy z różną  zaw arto śc ią  d eh y d ro g en azy  alkoho low ej w  w ą tro b ie  (E. C. W il­
son) w sk azu ją  na  b ra k  k o re lac ji m iędzy  szybkością  u tle n ia n ia  e tan o lu  a zaw arto śc ią  
tego enzym u. W iele uw ag i pośw ięcono  zabu rzen iom  p rzem ian y  tłu szczow ej. B ad an ia  
nad  pa togenezą  s tłu szczan ia  w ą tro b y  w  ostry m  za tru c iu  e tan o lem  (N . R. Di Luzio ,  
M. Poggi) w sk azu ją  n a  obn iżen ie  zdolności u tle n ia n ia  tró jg lic e ry d ó w  w  w ą tro b ie . 
E tan o l w zm aga w b u d o w y w an ie  k w asó w  tłuszczow ych  do tró jg lic e ry d ó w , a zm n ie j­
sza ich w b u d o w y w an ie  do fosfo lip idów  (M. G. H orning, M. W a ka b a ya sh i ,  H. M. M a ­
ting). P roces ten , podobn ie  ja k  m o b ilizac ja  tró jg lic e ry d ó w  z w ą tro b y  pod d z ia łan iem  
alkoho lu , zależy p o n ad to  od czynn ików  h o rm o n a ln y ch  i od p łc i (M. G. H orning,  
L. Mani, K. L. K nox) .  O m ów iono też śc isłą  zależność pom iędzy  poziom em  a lk o h o lu  w e 
k rw i a sy n tezą  tró jg lic e ry d ó w  w  w ą tro b ie  szczurów  z a tru w a n y c h  d użym i daw k am i 
e tan o lu  (H. M. Maling, B. H ig hm an ,  J. M. H un ter ,  W. M. B u tle r  Jr.,- M. A .  Wiliams).  
Z am ieszczone w  ty m  rozdz ia le  dw a a r ty k u ły  pog lądow e o m aw ia ją : w p ły w  n ied o ­
borów  d ie te ty czn y ch  n a  p o g łęb ian ie  się zm ian  p a to log icznych  o raz  k o rzy s tn e  
działanie, b ia łk a  i s te ry d ó w  anabo licznych  (C. M. L e e v y ,  W. T. Hove),  a tak że  
h ip e rlip em ię  i h ip e ru ry k em ię  tow arzy szącą  w zm ożonem u spożyciu  a lk o h o lu  (C. S. 
Lieber).  Z d an y m i b iochem icznym i o 1 m ech an izm ie  toksycznego  d z ia łan ia  a lkoho lu  
n a  w ą tro b ę  zgadzają  się też  w y n ik i b a d a ń  m orfo log icznych  (E. A. Porta,  W. S. 
H artro ft ,  F. A . De L a  Iglesia).

O sta tn ia  część o b e jm u je  ty lk o  jed en  obszerny  a r ty k u ł (E. C. Hof f )  o p e rs p e k ty ­
w ach  leczen ia  i re h a b ili ta c ji  a lk oho lików  u w zg lęd n ia jący  fa rm ak o lo g iczn e , k lin iczne  
i socjo logiczne asp ek ty  tego tru d n eg o  zagadn ien ia .

Szeroki w a c h la rz  te m a ty k i u zu p e łn io n e j w y cze rp u jąco  p iśm ien n ic tw em  p re ­
d e s ty n u je  o m aw ian ą  k siążk ę  do ro li podstaw ow ego  p rzew o d n ik a  w  s tu d iach  nad  
alkoholizm em . Z a in te re su je  ona n iew ą tp liw ie  szerok ie  k o ła  b iochem ików , to k sy ­
kologów , fizjologów , fa rm ak o lo g ó w  i pato logów , ja k  ró w n ież  in te rn is tó w , neuro logów  
i p sy ch ia tró w , a ta k ż e  sp ec ja lis tó w  spoza k ręg u  dyscyp lin  le k a rsk ic h , ja k  socjologów  
i psychologów , k tó rzy  zn a jd ą  w  n ie j cenne in fo rm a c je  do tyczące  p ro b lem ó w  r e ­
h ab ilita c ji i re so c ja lizac ji a lkoholików .

K. S p e t t
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Progress in the Chemistry of Fats and other Lipids. Vol. 10, Part I. red. R. T. Holman, 
Pergamon Press, Oxford—London—New York—Edinburgh, 1967.

Część p ie rw sza  10-ego to m u  w y d aw n ic tw a  „Progress in  the  C h e m is tr y  of Fats  
and  o ther  L ip id s” zaw ie ra  jed en  ty lko  obszerny  (150 stron ) a r ty k u ł p rzeg lądow y  
pod ty tu łem : „Fatty livers  an d  lipotropic  p h eno m en s" .  A u to ram i a r ty k u łu  są: 
C. C. Lucas  i Jessie H. R idout ,  b ad acze  k an ad y jscy , od la t  w sp ó łp racu jący  z C. H. 
B est’em  w  T oronto . A u to rzy  b a rd zo  o b szern ie  i szczegółow o o m aw ia ją  zag ad n ien ia  
do tyczące  o d k ład an ia  się tłu szczu  w  w ą tro b ie  pod w p ływ em  n iew łaśc iw ie  d o b ra ­
n ych  sk ład n ik ó w  p o k arm ow ych , z a s trzeg a jąc  się p rzy  tym , że n ie  je s t ich  celem  
d o k ład n e  om ów ienie  o tłuszczen ia  spow odow anego  in n y m i czy n n ik am i (chorobow ym i 
lu b  toksycznym i).

W ro k u  1932 B est i jeg’o w sp ó łp raco w n icy  s tw ierd z ili, że p rzy  pew n y ch  sz tuczn ie  
do b ran y ch  d ie tach  m ożna spow odow ać o tłuszczen ie  w ą tro b y  u  zw ie rzą t d o św iad ­
czalnych  i w prow adzili o k re ś len ie  „ su b s ta n c ji lip o tro p o w y ch ” d la  ty ch  zw iązków , 
k tó re  zapob iega ją  g rom adzen iu  się tłu szczu  w zg lęd n ie  p rzy sp ie sza ją  u su w an ie  jego 
n ad m ia ru . S u b s tan c ją  lip o tro p o w ą  je s t p rzed e  w szystk im  cho lina , a poza ty m  
n ie k tó re  in n e  zw iązki (be ta ina , m e tion ina). P o k a rm  zaw ie ra jący  zby t m ało  choliny  
lub  je j p rek u rso ró w  po w o d u je  o tłu szczen ie  w ą tro b y , a  często rów n ież  w ie le  in n y ch  
zm ian  pato log icznych , ja k  u szkodzen ie  n e rek , naczyń  k rw ionośnych , p rzew odu  
pokarm ow ego , z ab u rzen ia  w  la k ta c ji , z ah am o w an ie  w zro stu  i inne.

H ola cho liny  w  zapob iegan iu  ty m  z jaw iskom  b y ła  p rzez  d ług i czas n ie ja sn a . 
P rzy p isy w an o  je j cechy w ita m in y  ze w zg lędu  n a  to, że je s t to zw iązek  o rgan iczny , 
n iezbędny  d la  p raw id łow ego  rozw oju , a  d o s ta rcza jący  bardzo  n iew ie le  energ ii. 
Z d ru g ie j je d n a k  s tro n y  cho lina  je s t częścią cząsteczk i lecy ty n y , w ażnego  sk ła d n ik a  
s tru k tu ra ln e g o  kom ó rk i i zap o trzeb o w an ie  n a  cho linę je s t  znaczn ie  w iększe  nfż na 
w itam in y . Z apo trzebow an ie  n a  cholinę zależy zresz tą  od ilości pob ie ranego  p o k arm u  
i je s t szczególnie duże, gdy  p o k a rm  zaw ie ra  n iew ie le  b ia łk a , a  znaczne ilości 
tłu szczu  lu b  zw iązków  p row adzących  do jego  p o w staw an ia . W ty ch  p rzy p ad k ach  
po trzeb a  znacznych  ilości cho liny , a b y  zapobiec o tłuszczen iu  w ą tro b y  i innym  
zm ianom  patolog icznym .

O d k ład an ie  się tłu szczu  w  w ą tro b ie  m oże w y n ik ać  z k ilk u  p rzyczyn : 1) ze 
w zm ożonej m ob ilizac ji tłu szczu  z tk a n e k  zapasow ych  i n ad m ie rn eg o  jego dop ływ u  
do w ą tro b y , 2) w zm ożonej sy n tezy  w  w ą tro b ie , 3) z ah am o w an ia  u tle n ia n ia  o raz 
4) z zak łóceń  w  tra n sp o rc ie  tłu szczu  z w ą tro b y  do k rw i. N ik t do tychczas n ie 
s tw ie rd z ił u d z ia łu  cho liny  w  trz ech  p ie rw szy ch  z w y m ien io n y ch  procesów , n a to ­
m ia s t ro la  je j w  tra n sp o rc ie  lip idów  z w ą tro b y  do k rw i je s t b a rd z ie j n iż  p ra w ­
dopodobna. T łuszcz bow iem  je s t tr a n sp o r to w a n y  z w ą tro b y  w  p ostac i lipopro te idów , 
do k tó ry ch  w y tw o rzen ia  n iezb ęd n e  są  fo sfo lip idy , g łów nie  z a w ie ra jące  cholinę 
lecy tyny .

W y d aje  się, że pozosta łe  z ab u rzen ia  w y s tę p u ją c e  p rzy  n iedobo rze  cho liny  m ożna 
-sprowadzić do fak tu , że ch o lina  je s t k o n ieczn a  d la  p raw id ło w e j sy n tezy  fo s fo lip i­
dów , n iezbędnego  sk ład n ik a  w szy stk ich  s t ru k tu r  kom órkow ych .

L ip o tropow y  efek t in n y ch  su b s ta n c ji (be ta iny , m e tio n in y , n iek tó ry ch  a m in o ­
kw asów ) tłum aczy  się tym , że u le g a ją  one  p rzek sz ta łcen iu  w  cholinę, g łów nie 
pop rzez  m echan izm  m ety lac ji.

A rty k u ł L ucasa  i R id o u t w  sposób bard zo  szczegółow y (i często bardzo  ro z ­
w lek ły ) o m aw ia  zm iany  zachodzące w  w ą tro b ie  p rzy  o tłuszczen iu , m etody  analizy , 
z jaw isk a  lip o tro p o w e i p seudo lip o tro p o w e, p rocesy  p ro w ad zące  do syn tezy  choliny 
z je j p re k u rso ró w  (głów nie n a  zasadz ie  tra n sm e ty la c ji)  w reszc ie  chem iczne w ła śc i­
w ości cho liny  i p rzypuszczalny  m ech an izm  je j d z ia łan ia . N ie w y d a je  się, aby  m ógł
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on za in te reso w ać  n ie  sp ec ja lis tó w , a le  d la  osób za jm u jący ch  się ty m  zagadn ien iem  
m oże p raw d o p o d o b n ie  być p rzy d a tn y , zw łaszcza ze w zg lędu  n a  n iezm ie rn ie  obszerny  
zestaw  li te ra tu ry . Spis l i te r a tu ry  zaw ie ra  około 1200 pozycji i u w zg lęd n ia  z a ró w ­
no p ra c e  now sze, ja k  d aw n ie jsze  i b a rd zo  d aw n e  (sięga w  przeszłość aż do d ru g ie j 
po łow y X IX  w ieku).

P. W lo d a w er

J. Opicńska-Blauth, A. Smoczkiewiczowa Vadeniecum chromatograficzne. PWN, Warszawa,
1968, str. 206

W ro k u  1957 u k aza ła  się p ie rw sza , o b szern a  po lska  m o n o g ra fia  pod ty tu łe m  
„C h ro m a to g ra fia ” , u jm u ją c a  szerok i zak res  zag ad n ień  zw iązanych  z tą  w spó łczesną  
m etodą an a lity czn ą  i b adaw czą. W n a stęp n y ch  la ta c h  w y d an o  k ilk a  n iew ie lk ich  m o­
n o g ra fii sp ec ja lis ty czn y ch  po lsk ich  au to ró w , o m aw ia jący ch  p rzed e  w szy stk im  zas to ­
sow an ie  ch ro m a to g ra fii do celów  sp ec ja ln y ch , n a  p rzy k ład  do b a d a n ia  w itam in , h o r ­
m onów , am in o k w asó w  i b ia łek . O becna k siążk a  „V adem ecum  ch ro m a to g ra fic zn e” je s t 
e lem en ta rn y m  pod ręczn ik iem  c h ro m a to g ra fii b ib u łow ej, d a jący m  ró w n ież  p rzeg ląd  
in n y ch  tech n ik  ch ro m ato g raficzn y ch . K siążk a  sk ład a  się z trzech  części. P ie rw szą  
pośw ięcono  ogólnem u p rzed s taw ien iu  procesów  i te ch n ik  ch ro m ato g ra ficzn y ch , 
w  d ru g ie j om ów iono ch ro m ato g ra fię  w y b ran y ch  g ru p  zw iązków  chem icznych  (cu­
k row ców , am inokw asów , kw asów  o rgan icznych  g likozydów , i te rp en ó w , a lka lo idów  
o raz  sterydów ), trzec ia  zaw ie ra  ćw iczen ia  i zadan ia .

K siążk a  je s t p rzezn aczo n a  g łów nie  d la  s tu d en tó w  chem ii, fa rm a c ji, b io logii itp., 
p o w in n a  także służyć pom ocą zarów no  w  o dpow iedn ich  szko łach  zaw odow ych  ja k  
w  różnego ty p u  p raco w n iach  an a litycznych .
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