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INFORMACJA DLA AUTOROW

Postepy Biochemii publikujg artykuty referatowe ze wszystkich
dziedzin biochemii nie drukowane w innych czasopismach. Artykuty
drukowane w Postepach Biochemii nie moga by¢ bez zgody Redakcji
publikowane w innych czasopismach. Artykuty sa honorowane wg usta-
lonych stawek. Autorzy otrzymujg bezptatnie 25 odbitek pracy; zada-
nie dalszych odbitek (ptatnych) nalezy zgtosi¢ pisemnie nadsytajac
prace. Autora obowigzuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w ko-
rekcie, poza poprawkami btedow drukarskich ponosi autor.

Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ wprowadzenia skrétéw i popra-
wek nie wpitywajacych na tre$¢ pracy.

Forma maszynopisu. Maszynopis pracy i wszelkie zatgczniki nalezy
nadsyta¢ w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien by¢ napisany
jednostronnie, z podwodjng interliniag, z marginesem ok. 4 cm po lewej
i ok. 1 cm po prawej stronie oraz z numeracjg stron. Na pierwszej
stronie nalezy zamies$ci¢ tylko: imiona (w petnym brzmieniu) i na-
zwiska autoréw, ich stopnie i tytuty naukowe wraz znazwami placowek
naukowych, tytut pracy w jezyku polskim i angielskim oraz omdéwie-
nie tematu pracy w jezyku angielskim (najwyzej 5 wierszy maszyno-
pisu).

Rozdziaty w tek$cie nalezy oznaczy¢ numeracjg rzymska a podroz-
dziaty— arabska. Tytuty nie wydzielone z tekstu nie powinny by¢ nu-
merowane.

W teks$cie nie nalezy zamieszcza¢ zadnych tablic, rysunkéw, sche-
matoéw i wzoréw. W zgdanym miejscu nalezy pozostawi¢ wolny wiersz
i oznaczy¢: Tablica 1, Rys. 1, Schemat 1 lub liczbg rzymskg w nawia-

sie — numer odpowiedniego wzoru. W teks$cie nalezy odwotaé sie do
numeracji wzoru po stownym wymienieniu zwigzku, np.: kwas gluta-
minowy (I).

Powotujac sie na literature nalezy poda¢ w tekScie, w nawiasie,
kolejny numer pozycji w spisie literatury.

Zatgczniki do tekstu. Kazdy zatgcznik nalezy dotgczy¢ na oddzielnej
kartce, opatrzony kolejnym numerem odpowiadajagcym uzytemu w teks$-
cie, np. Tablica 1, Wzo6r I, Rys. 1 lub Schemat 1. Fotografie i wykresy
nalezy oznaczy¢ jako rysunki. Wszystkie zatgczniki nalezy oznaczyé
u gb6ry nazwiskiem autora i poczatkowymi wyrazami tytutu pracy.

Tablica powinna zawiera¢ nagtéwek opisujacy jej tresé, jej rubry-
ki powinny by¢ zaopatrzone w odpowiedni tytut.

Podpisy i objasnienia pod rysunkami i schematami powinny by¢
dotgczone na oddzielnej kartce. Oznaczenia, ktédrych nie mozna napisaé
na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czarnym tuszem. W fotografiach
i wykresach nalezy oznaczy¢ ,,gore” i ,,doét”.

Literatura. Wykaz literatury nalezy wypisa¢ oddzielnie, na ostatnich
stronach maszynopisu, w alfabetycznej kolejnosSci nazwisk autoréw.
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15 kwietnia 1967 roku byt zwyklym dniem pracy. Odwiedziny w Pra-
cowniach, rozmowy o biezagcych doswiadczeniach, dyskusja wynikow,
krétka narada robocza, jakie$ sprawy administracyjne. Pdzniej, jak kazdej
soboty — Seminarium. Prowadzit je jak zawsze krytyczny i dociekliwy,
jak zawsze skupiony, uwaznie wychwytujacy kazdy nowy fakt i idee,
z tym tak dobrze nam znanym na poly drwigcym, a petnym dobroci
usmiechem. Zmart nagle w niespetna godzine po zakonczeniu tego semi-
narium, w potowie tego zwyktego dnia. W pét drogi.

Szedt po tej drodze niestrudzenie, zawsze peten nowych idei. Zapo-
czatkowat i czynnie brat udziat w badaniach nad strukturg fibrynogenu
i kolagenu, biochemig tkanki tacznej, uktadem krzepniecia krwi i fibry-
nolizy, metabolizmem hemu i porfiryn, uktadem erytropoezy, biochemia
i funkcja krwinek ptytkowych. Rozwingt szeroko badania nad wptywem
promieniowania jonizujgcego na organizmy zywe, patogenezg choroby
popromiennej, transplantacjg komorek szpiku kostnego, wptywem skazen
wewnetrznych izotopami promieniotworczymi i ochrong przed tymi ska-
zeniami. Stat sie wspdttwdrcg nowoczesnej hematologii, tworca polskiej
radiobiologii, uczonym na miare Swiatowa.

Piekno przyrody, wielkie dzieta muzyki, malarstwa czy literatury byty
dla Niego réwnie bliskie i zrozumiate, rdwnie podniecajgce jak piekno
tworczej mysli w biologii, chemii, fizyce czy innych dyscyplinach nauki.

Zarazal Swym entuzjazmem wszystkich, z ktérymi sie zetkngt. W chwi-
lach trudnych zawsze potrafit jednym krdtkim powiedzeniem, dowcipem
roztadowa¢ napiecie, ukaza¢ prawdziwe proporcje danego problemu.
Bezkompromisowo walczyt z matoscig i falszem. Wychowywat, uczyt,
wymagat rzetelnej pracy, a w kazdych okolicznosciach zachowania
godnosci osobistej.

Byt prawdziwym przyjacielem.

Zbigniew LataHo



Post. Biochem. 14, 343—348 (1968).

A. L. COPLEY *

Fizjologiczna rola fibrynogenu i fibryny
On the Physiological Roles of Fibrinogen and Fibrin

The concept of the thin layer of fibrin lining the endothelium of blood vessels
is presented. According to this concept the fibrin-layer is controlled by homeostasis
of continous fibrinolysis and steady fibrin formation at the vessel site.

W ostatnich latach pojawito sie wiele nowych i ciekawych prac doty-
czacych chemizmu przemiany fibrynogenu w fibryne i polimeryzacji
monomeréw fibryny. Celem niniejszego artykutu nie jest dyskutowanie
wynikéw tych prac, poniewaz poSwiecono im ostatnio kilka doskonatych
opracowan przegladowych (3, 24, 27). Chciatbym natomiast zapoznaé
Czytelnika z koncepcjami i pracami wychodzacymi z naszej pracowni,
majac nadzieje, iz bedzie to pomocne dla zajmujgcych sie zagadnieniami
zwigzanymi z fizjologiczng rolg fibrynogenu i fibryny.

Zmarty niedawno moj dobry przyjaciel, Prof. Edward Kowalski, znat
wiekszos¢é tych prac. Na miedzynarodowych zjazdach i konferencjach
prowadziliSmy szereg owocnych dyskusji, a takze i wtedy, gdy miatem
zaszczyt i przyjemnos$¢ goscic Go w moich pracowniach w Paryzu, Lon-
dynie, Nowym Jorku i East Orange. Dotkliwy brak Prof. Kowalskiego
odczuwam nie tylko ja sam, ale i cate nasze srodowisko naukowe. Odszedt
od nas Cztowiek wielkiego serca, ktory byt czotowg postaciag w naukach
medycznych, i Jego pamieci poswiecam niniejszy artykut.

W roku 1965 stwierdzitem, ze fibrynogen wigze sie z zawiesing sprosz-
kowanej fibryny, z ktérej potem mozna go eluowa¢ za pomoca roztworéw
soli (9). Razem z Luchinim opublikowaliSmy szereg prac dotyczacych
tworzenia sie komplekséw fibrynogenu z fibryng (16, 17, 28). Kompleksy
takie tworzg sie jako produkt zahamowania polimeryzacji okreslonego
typu monomeru fibryny przez fibrynogen.

Co najmniej dwa typy monomerow fibryny tworza sie w procesie
krzepniecia fibrynogenu. Jednym z nich jest monomer fibryny, ktory
tworzy sie pod wplywem wysokich stezen trombiny z.odszczepieniem

* Prof. dr, Hemorrhage and Thrombosis Research Laboratories, Veterans Admi-
nistration Hospital, East Orange, New Jersey, USA.

Cze$¢ tej pracy zostata przedstawiona na 23 Miedzynarodowym Kongresie Fizjo-
logii Tokyo 1965.
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zarowno fibrynopeptydu A jak i B. Drugi typ monomeru fibryny jest
pozbawiony jedynie fibrynopeptydu A. Fibrynopeptyd ten uwalnia sie
pod wptywem malych stezen trombiny, a takze pod wplywem enzymu
otrzymanego z jadu brazylijskiego weza Botrops jararaca. Enzym ten
otrzymalismy w postaci wysoko oczyszczonego preparatu.

Uwage naszg skierowalismy przede wszystkim na kinetyke uwalniania
fibrynopeptydoéw, poniewaz tworzenie kompleksu fibrynogenu z fibryng
zalezy zaréwno od rodzaju monomeru fibryny, jak i od szybkos$ci odszcze-
piania fibrynopeptydu A. Kompleks tworzy sie jesli szybko$¢ wytwarzania
monomeru fibryny jest mata. JeSli natomiast szybko$¢ tej reakcji jest
duza, to wtedy zachodzi polimeryzacja monomeréw i tworzy sie zel
fibrynowy.

W roku 1964 opublikowaliSmy wraz z Luchinim metode otrzy-
mywania wysoko oczyszczonego monomeru fibryny pozbawionego fibry-
nopeptydu A (17, 28). Belitzer i Chodorowa (1) stwierdzili juz
w 1952 roku, ze fibrynogen opdznia znacznie polimeryzacje monomerdw
fibryny. Chociaz autorzy ci nie otrzymywali monomeréw pozbawionych
fibrynopeptydu A, nalezy sadzié¢, iz ich preparat ,monomeru fibryny F”
musi zawieraé znaczne ilosci tych monomeréw. Przy niskich stezeniach
trombiny szybko$¢ uwalniania fibrynopeptydu B jest stosunkowo nie-
wielka w poréwnaniu z odszczepianiem fibrynopeptydu A, ktére zachodzi
rownolegle do tworzenia sie kompleksu fibrynogenu z fibryng. Wykaza-
liSmy wraz z Luchinim, ze uwalnianie fibrynopeptydu B z fibrynogenu
ludzkiego poprzedzane jest odszczepieniem fibrynopeptydu A. Podobne
wyniki otrzymat Blomback (2) badajac fibrynogen wotowy oraz
Schainoff i Page =z fibrynogenem kréliczym (35). Kompleks opi-
sany przez tych ostatnich autoréw i nazwany krioprofibryng moze by¢
identyczny z frakcjg wytracajaca sie na zimno, scharakteryzowang
w pracowni Prof. Kowalskiego przez Niego i Jego wspotpracownikéw (25).

Poniewaz, najprawdopodobniej, niewielkie ilosci trombiny powstaja
ciggle w krwiobiegu, tworzgce sie kompleksy fibrynogenu z monomerami
fibryny moga, miedzy innymi, odgrywaé istotng role w nastepujacych
procesach: 1) w odktadaniu fibryny prawdopodobnie na S$rodbtonkach
i w btonie podstawowej, 2) w hamowaniu tworzenia sie skrzepu, 3) w po-
wstawaniu rezerwowego fibrynogenu, ktéry moze byé udostepniony po-
przez dysocjacje, a jest albo zmagazynowany w $rédbtonku, albo znajduje
sie w krgzeniu, 4) w powstawaniu makromolekularnych komplekséw
fibryny o ksztatcie i wielkosci zblizonych do posrednich polimeréw
fibryny, opisanych w 1947 roku przez Ferry i Morrisona (23).
Kompleksy takie mogg by¢ odpowiedzialne za stosunkowo duze wahania
lepkosci krwi i osocza opisywane w literaturze.

Zatozenia prac przeprowadzonych w naszej pracowni wynikajg z kon-
cepcji fizjologicznej roli fibryny, ktdrg po raz pierwszy przedstawitem
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w 1953 roku w czasie obrad 19-go Miedzynarodpwego Kongresu Fizjolo-
gicznego w Montrealu (4), a potem rozszerzytem w dalszych pracach
(7, 8, 10, 11).

Postulowatem, ze cienka, submikroskopowa warstwa fibryny wyscieta
wewnetrzng powierzchnie Sciany naczyn krwionosnych pozostajac w bez-
posrednim kontakcie z komdérkami $rédbtonka. Uwaza sig, iz ta warstwa
fibryny zalezy od homeostazy proceséw ciggtego tworzenia sie fibryny
i fibrynolizy, przebiegajagcych na S$cianach naczyn krwionosnych. Na
istnienie takiej warstwy fibryny wskazuje badanie hemoreologiczne in
vivo przeprowadzone w moim poprzednim laboratorium w Londynie.
UzyskaliSmy wdwczas dane bezposSrednio przemawiajgce za istnieniem
wiecej lub mniej nieruchomej osoczowej strefy w poblizu $ciany naczynia
(21). Istnienie takiej strefy postulowat po raz pierwszy Poiseuille
w roku 1835 (34).

StwierdziliSmy réwniez przeciwskrzepliwe dziatanie fibryny (5, 22).
Stefko ija (10) potwierdziliSmy piekne doswiadczenia dotyczace prze-
ciwskrzepliwego dziatania fibryny, ktore J. Lister przedstawit w 1863
roku podczas Cronian Lectures na posiedzeniu Towarzystwa Krélewskiego
w Londynie (26).

Dalsze badania wykonane wspélnie z Scott Blairem dotycza

zwilzalnos$ci fibryny i zyjgcego Srédbtonka (7, 14). WykazaliSmy obnizenie
wzglednej lepkosci w kapilarnych wiskozymetrach wystanych fibryng,
CO nasuwa przypuszczenie, iz istnienie btony fibrynowej na komorkach
$rodbtonka moze stanowi¢ podstawowy czynnik wspomagajgcy kragzenie
dzieki zmniejszeniu oporu dla przeptywajacej krwi (6, 20).
» Istnieje wiele posrednich danych przemawiajgcych za istnieniem takiej
fizjologicznej warstwy fibrynowej. W zwiagzku z tym mozna doda¢ co
nastepuje. ZastosowaliSmy technike Coona w celu wykazania obecnosci
fibryny na $rédbtonku najmniejszych naczyn krwionosnych. Na podstawie
jasnozielonej hyperfluorescencji wykazaliSmy obecno$¢ Scisle okreslonej,
bardzo cienkiej, ciggtej warstwy fibryny wyscielajgcej powierzchnie
Swiatta najmniejszych naczyhn krwiono$nych w ludzkich i wotowych
sercach i nerkach (10).

W badaniach elektronomikroskopowych nad przepuszczalnoscig kapi-
lar Majno i Palade (31, 32) zaobserwowali w $cianie kapilarnych
naczyn krwionosnych wtokna fibryny, ktérych nie mozna byto dostrzec
w tkance tacznej na zewnatrz btony podstawowej. Az do chwili obecnej
wiekszo$¢ specjalistow w zakresie mikroskopii elektronowej zaprzeczata
istnieniu warstwy fibrynowej wysScietajgcej naczynia krwiono$ne. Jed-
nakze Luft zaobserwowal w 1965 roku istnienie takiej cienkiej i deli-
katnej warstwy stosujagc nowa technike. Badacz ten stwierdzit, ze ,,okien-
ka” $rodbtonka zamkniete sg cienkg btong (29). Luft sadzit, ze czerwien
rutenowa zastosowana przez niego w tych dosSwiadczeniach wigze sie
z mukopolisacharydami zawartymi w wyscielisku srédbtonka (30). Ostat-
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nio stwierdziliSmy (19), ze czerwien rutenowa wigze sie nie tylko z ami-
nowymi polisacharydami, ale takze z r6znymi biatkami, na przyktad z fi-
brynogenem, fibryng, elastyna, kolagenem i innymi.

Palade z Uniwersytetu Rockefellera pokazywat mi liczne zdjecia
podobnych cienkich bton. Stosujgc octan uranylu stwierdzit on istnienie
cienkich bton, ktére zamykajg ,,okienka” $rédbtonka kapilarnych naczyn
trzewnych i otworki pecherzykéw srodbtonka w naczyniach kapilarnych
trzewnych i miesniowych. Postuluje on, iz blony te stanowia cze$é
ciggtej, niezaleznej warstwy uformowanej prawdopodobnie 2z biatka,
ktore pokrywa komdrka endotelium zaréwno od strony Swiatta, jak i od
strony tkanek (33).

Copley, Hanig, Luchini i Allen (15) stwierdzili, ze fibry-
nopeptydy A i B zwiekszajg przepuszczalno$¢ kapilar, mierzong iloSciowo
za pomocg testu z peroksydazg izolowang z chrzanu. Wyniki tych badan
dostarczaja posrednich dowodow na istnienie tak zwanej fibryny cemento-
wej (10), ktédra moze otacza¢ komaérki srodbtonka i znajdowac sie w blonie
podstawowej. Uwaza sie, ze fibryna cementujgca skiada sie z typowej
i nietypowej fibryny. Ta ostatnia zawiera produkty rozpadu fibryny
powstate na skutek fibrynolizy. Nagromadzenie materiatu ziarnistego,
ktéry Majno i Palade (31) zaobserwowali w swych badaniach
elektronomikroskopowych w przestrzeni pozasrodbtonkowej, pomiedzy
komaérkami $rodbtonka a btong podstawowg moze stanowié takie witasnie
fragmenty fibryny. Autorzy ci sugerujg rowniez, ze material ten moze
by¢ fibryng na wczesnych etapach polimeryzacji (31). Inna nietypowa
fibryna moze pochodzi¢ z fibrynogenu zmienionego w procesie fibryno-
lizy i zachowujgcego ciggle zdolnos¢ do przemiany w fibryne pod wpty-
wem trombiny (10, 12).

Stwierdzenie wzmozonej przepuszczalno$ci kapilar pod wplywem
fibrynopeptydow i plazminopeptyddw (13) rzuca nowe Swiatto na fizjo-
logie sciany kapilarnych naczyn krwiono$nych. Ma to réwniez duze zna-
czenie w zapaleniu i w odwracalnych postaciach wstrzagsu. W takich
warunkach dochodzi do stanu, w ktérym elementy morfotyczne krwi,
a przede wszystkim erytrocyty, tworzag odwracalne agregaty i blokuja
naczynia kapilarne. Nastepstwem tego jest zwiekszona przepuszczalnosé
kapilar okres$lana rowniez terminem nieciggtosci kapilarnej (13).

Kompleksy fibrynogenu z monomerami fibryny wptywajg na pow-
stawanie agregatdw erytrocytow, a proces ten z kolei odgrywa istotng role
w przeptywie krwi. Obecno$¢ takich komplekséw wywiera wplyw na
przeptyw i na stabilno$¢ zawiesiny erytrocytéw w osoczu i w roztworach
oczyszczonego fibrynogenu. Badania lepkosci wykonano przy szybkosci
przeptywu w granicach od 230 do 5,75 s-1. Poréwnano obserwacje mikros-
kopowe agregatow krwinek czerwonych z uwzglednieniem rouleaux z wy-
nikami pomiaréw lepkosci i stabilnosci zawiesiny. Kompleksy fibrynogenu
z monomerami fibryny zwiekszaly istotnie lepko$¢ krwi w badanych
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uktadach. Towarzyszy temu dwukrotny wzrost szybkosci opadania krwi-
nek. Nasze badania podkreslajg konieczno$¢ poddania krytyce doniesien
literaturowych, gdzie pierwotng role w agregacji krwinek czerwonych
przypisuje sie fibrynogenowi. Kompleksy fibrynogenu z fibryng sg obecne
w warunkach fizjologicznych, poniewaz trombina tworzy sie ciggle w nie-
wielkich ilosciach w krwiobiegu. W sytuacjach, w ktérych dochodzi do
zwiekszania ilosci kompleksow fibrynogenu z fibryng w krazeniu, moga
mieé miejsce istotne zaburzenia przeptywu krwi prowadzace do zmian
patologicznych (18).

W licznych publikacjach przed wieloma laty zwracatem uwage, ze
powstawanie monomerow fibryny i ich polimeryzacja sq jako$ciowo roz-
nymi fazami. A mianowicie pierwszg fazg jest powstawanie monomeréw,
a drugg — tworzenie zelu fibryny. Niektére z tych prac byty ostatnio
przedmiotem opracowania przeglagdowego (11). OpisaliSmy ponadto czyn-
niki przyspieszajace zelifikacje fibryny, tak zwane czynniki zeloplastycz-
ne* jak na przyktad jony wapnia, zeloplastyna osoczowa i tkankowa oraz
czynniki antyzeloplastyczne i hamujgce zelifikacje fibryny. Praca nad
tymi czynnikami jest obecnie przedmiotem badahA w moim laboratorium
przy wspltpracy Marylin Thaller, R. G. Kinga, B. W. Luchiniego
i B. M. Scheithala. Wyniki tej pracy bedg opublikowane gdzie indziej.

Ttumaczyli: S. Niewiarowski i B. Lipinski
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STEFAN NIEWIAROWSKI*

Biochemia hemostazy

Biochemistry of Heniostasis

The modern views on hemostasis with particular reference to the biochemical
approach to this problem are discussed. The article includes following chapters —
plasma clotting factors, the significance of fibrinolytic system, the role of blood
platelets, the role of leukocytes and erytrocytes, local hemostasis (formation of
hemostatic plug), continuous hemostasis. New schemes of typical hemostatic me-

chanism and of emergency hemostatic mechanism are given.

Hemostaza jest zespotem mechanizmoéw utrzymujgcych krew krazaca
w stanie ptynnym w tozysku naczyniowym w warunkach fizjologicznych
oraz mechanizméw doprowadzajacych do zatamowania krwawienia po
przerwaniu ciagto$ci naczyn. Mechanizmy utrzymujace ptynnosé krwi
w naczyniach i zapobiegajace jej wynaczynieniu okreslamy mianem
hemostazy ciagtej. Mechanizmy doprowadzajace do zatrzymania krwa-
wienia po uszkodzeniu naczynia nazywEmy hemostazg lokalng. Krwawie-
nie zatrzymuje sie dzieki wytworzeniu czopu hemostatycznego, w skiad
ktérego wchodzg elementy morfotyczne i nitki wtdknika.

Skuteczno$¢ hemostazy zalezy od prawidtowo przebiegajacego procesu
krzepniecia krwi, od stanu naczyn krwionos$nych, a przede wszystkim od
sprawnie przebiegajacej agregacji krwinek ptytkowych i innych biolo-
gicznych funkcji tych komorek. Istotne znaczenie w hemostazie majg
réwniez uktad fibrynolityczny osocza oraz leukocyty i erytrocyty.

Zaburzenia hemostazy moga doprowadzaé z jednej strony do wzmozo-
nych krwawien i skaz krwotocznych, z drugiej strony — do choroby
zakrzepowej. Zakrzep — struktura analogiczna do czopu hemostatyczne-
go — tworzy sie na wewnetrznej stronie naczynia przy uszkodzeniu jego
Srédbtonka, ale przy zachowaniu ciggtosci naczynia.

Celem niniejszego artykutu jest przedstawienie niektérych osiggniec
w zakresie biochemii hemostazy oraz proba ich korelacji z obserwacjami
klinicznymi i oceny znaczenia biologicznego omawianych mechanizmoéw
hemostatycznych.

* Doc. dr, Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej, Biatystok.
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I. Osoczowe krzepniecie krwi

Klasyczny schemat krzepniecia krwi zaproponowany w roku 1905
przez Morawitza (144) uwzglednia dwie reakcje

Protrombina \(/II) qub%l{z(#%-la(ln) » Trombina 1

Fibrynogen (I) Fibryna 2

Czynniki biorgce udziat w tych reakcjach oznaczono — zgodnie z za-
leceniami Miedzynarodowego Komitetu Nomenklatury Czynnikéw Krzep-
niecia — cyframi rzymskimi. Na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat
wykryto i scharakteryzowano osiem dalszych osoczowych czynnikow
krzepniecia (tablica 1 i 2).

Przynajmniej 10 sposrdd nich jest biatkami. Tromboplastyna (IIl) jest
czynnikiem tkankowym. Osoczowe czynniki krzepniecia, za wyjatkiem
I i XIII, biorg udziat w reakcjach aktywacji protrombiny do trombiny.
Czynnik XIII dziata na fibryne i powoduje stabilizacje skrzepu.

Sg dane dosSwiadczalne (2, 14), ze proces aktywacji moze przebiegac
w dwu uktadach: wewnatrzpochodnym (krzepniecie tylko w obecnosci
czynnikow osoczowych i ptytek krwi) i zewnatrzpochodnym (krzepniecie
pod wptywem tromboplastyny tkankowej). W uktadzie wewnatrzpochod-
nym proces rozpoczyna sie od aktywacji czynnika XII przez kontakt z po-

Tablica 1
Synonimy osoczowych czynnikéw krzepniecia.
Uwaga: Termin — Czynnik VI wyszedt z uzycia, poniewaz okazal sie

on identyczny z czynnikiem V aktywnym.

Czynnik Synonim

| Fibrynogen
11 Protrombina (protrombina wtasciwa)
11 Tromboplastyna tkankowa

v Waph

\% Czynnik chwiejny, proakceleryna, Ac-globulina

VI(?) Aktywny czynnik V, akceleryna

Vil Prokonwertyna, SPCA

VI Antyhemofilowa globulina (AHG), antihemophi-
lic factor (AHF), czynnik przeciwhemofilowy A .

1X Czynnik Christmasa (Christmas Factor), plasma

thromboplastin  component (PTC), czynnik
przeciwhemofilowy B

X Czynnik Stuart-Prowera

X1 Plasma thromboplastin antecedent (PTA), czyn-
nik przeciwhemofilowy C, czynnik Rosenthala

X1 Czynnik Hagemana

X111 Stabilizator wtéknika (FSF), LL factor, fibrynaza j
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wierzchniami (na przykiad szkio, inne krzemiany) (68, 204), a dalsze re-
akcje przebiegajg przy udziale czynnikéw XI, IX, VIII, X i V oraz jondw
wapnia i fosfolipidow ptytkowych. W zewnatrzpochodnym uktadzie
pierwszym etapem jest interakcja czynnika VII i tromboplastyny tkan-
kowej, nastepne etapy warunkuje obecno$¢ czynnika V, X i jondéw
wapnia.

Wrodzony niedob6r kazdego sposréd 10 osoczowych czynnikéw
krzepniecia powoduje zaburzenia w hemostazie (159). Badania osoczy

Czynnik Hagemana (XI1) Aktywny czynnik Hagemana (XU)

PTA (X1) Aktywny PTA (X1)

Czynnik Christmasa (IX) Aktywny czynnik Christmasa (IX)

Ca2t
ahg (vt fosfolipid Aktywny AHG (VIII)
' Caz+
Czynnik Stuarta (X) Aktywny czynnik Stuarta (X)
Cazr
Proakceleryna (V) fosfolipid Aktywna proakceleryna (V)
Ca2+
Protrombina (1) Trombina
Fibrynogen (1) Fibryna
b) Tromboplastyna tkankowa
czynnik (VII)
Czynnik Stuarta (X) Caz’
¥ Aktywny czynnik Stuarta (X)
kel foiip
Proakceleryna (V) fosfolipid Aktywna proakceleryna (V)
] Ca2+
Protrombina (I1) Trombina
Fibrynogen (1) Fibryna

Rys. 1. Kaskadowy schemat krzepniecia:
a) mechanizm wewnatrzpochodny,
b) mechanizm zewnatrzpochodny (wedtug Davie’ego i Ratnoffa) (40)

chorych z wrodzonymi skazami krwotocznymi pozwolity wykry¢ wiek-
szo$¢ czynnikéw krzepniecia, ustali¢ ich role oraz kolejno$¢ poszczegdl-
nych reakcji procesu aktywacji protrombiny. Na podstawie tych badan
w 1964 r. zaproponowano schemat krzepniecia, ktory Macfarlane
(125) nazwat ,kaskadowym”,a Davie i Ratnoff (40) ,wodospado-
wym?” (rysunek 1 a i b). W artykule tym uzywaé bedziemy okres$lenia —
kaskadowy.
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Wedtug schematu kaskadowego w wieloenzymatycznym uktadzie ma
miejsce aktywacja szeregu proenzymow przy czym kazdy proenzym jest
substratem dla poprzednio zaktywowanego enzymu, a kazdy enzym jest
produktem reakcji. Przypuszcza sie, ze w sposob analogiczny dziata
takze dwuetapowy mechanizm aktywacji enzymow trzustkowych oraz
aktywacja poszczegdlnych skiadnikéw komplementu (221).

Kaskade krzepniecia rozpoczyna aktywacja czynnika XII. In vivo role
aktywujgcej powierzchni moze petni¢ kolagen (160, 162), ktdry po uszko-
dzeniu $ciany naczynia jest dostepny dla ptynacej krwi. Aktywacja po-
lega prawdopodobnie na zmianie wtdérnej struktury czynnika XII, co
odstania jego grupy czynne (134). Zaktywowane czasteczki czynnika XII
ulegajg nastepnie samorzutnej polimeryzacji (45).

Niektore czynniki krzepniecia sg enzymami proteolitycznymi o duzej
swoistosci. Wykazano to dla oczyszczonych preparatow czynnikéw: XII
(158, 192), X1 (96), X (50) i trombiny (197), chociaz sg tez prace nie
potwierdzajgce tych danych o czynnikach XII (183) i X (123). Zmniej-
szenie ciezaru czasteczkowego obserwowane przy aktywacji czynnika Il
(194), V (174) i X (50) moze zaleze¢ od ograniczonej proteolizy.

Z kaskadowego schematu krzepniecia wynika mozliwo$¢ wzmacniania
kolejnych, sprzezonych ze sobg reakcji enzymatycznych: jezeli przyjmie-
my, ze jedna czasteczka enzymu reaguje z 10 czgsteczkami substratu, to
w kaskadzie zlozonej z szeSciu etapdéw, jedna czgsteczka czynnika XII
moze zaktywowaé w stosunkowo krdtkim czasie 106 czasteczek protrom-
biny. Wald (216) przyréwnuje ten mechanizm do mechanizmu ampli-
fikacji bodzcéw Swietlnych w siatkéwece.

Teoria kaskadowa dobrze ttumaczy niektére obserwacje kliniczne
wrodzonych skaz krwotocznych. Wywotujace te skazy niedobory poszcze-
golnych czynnikow krzepniecia rzadko jednak sa catkowite. Niedobor
czynnika XII przebiega zwykle bez objawéw krwawien, a skaza krwo-
toczna z niedoboru czynnika XI jest zwykle tagodna. Prawdopodobnie
niewielkie, wrecz niewykrywalne stezenia tych czynnikéw obecne w oso-
czu chorych zapewniajg jeszcze sprawne funkcjonowanie mechanizmu
kaskadowego. Natomiast niedobory czynnikéw VIII, IX, X i V dajg o wiele
ciezsze skazy, co mozna by ttumaczy¢ niezbedno$cig wyzszych stezen tych
czynnikéw do prawidtowego funkcjonowania kaskady. Nasilenie i czesto$¢
krwawieh zaleza od stopnia niedoboru rozpatrywanego czynnika Kkrzep-
niecia. Chorzy z niedoborem protrombiny wprawdzie zwykle nie maja
ciezko przebiegajgcej skazy krwotocznej, jednak poziom protrombiny
w osoczu chorych siega 10—20% normy. By¢ moze catkowity lub prawie
catkowity niedobo6r protrombiny jest letalny. Wystepowanie krwawien
zarowno u chorych z niedoborami czynnikéw przeciwhemofilowych (VIII,
IX, X1), jak i z niedoborami czynnika VII Swiadczy, ze wspditdziatanie
kaskady ,wewnatrzpochodnej” i ,zewnatrzpochodnej” jest niezbedne
do prawidtowego wytwarzania czopu hemostatycznego.
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Niektére fakty doswiadczalne nie mieszczg sie jednak w schemacie
kaskadowym.

1) Nie ttumaczy on autokatalitycznego mechanizmu krzepnigecia: mate
dawki trombiny przys$pieszaja znacznie proces krzepniecia prawdopo-
dobnie aktywujac czynniki V (217, 174) i VIII (15) do bardzo nietrwatych
produktéw, a ponadto aktywujgc fosfolipidy ptytkowe, spetniajgce istotng
role na dwu etapach kaskady (82).

2) W schemacie kaskadowym nie mieszczg sie niektére czynniki, jak
na przyktad Tatsumi Factor (89, 100) i Fletcher Factor (73).

3) Istniejg poglady, ze czynnik XII nie dziala enzymatycznie na XI,
ale tworzy z nim kompleks zdolny do aktywacji czynnika IX (64, 204).

4) Najwiecej kontrowersji budzi ostatni etap kaskady. Jedni autorzy
(28, 29) wykazujg, ze aktywny czynnik X aktywuje V, a ten z kolei
zamienia protrombine na trombine, inni (9) uwazaja, ze jedynie trombina
moze aktywowaé czynnik V, ktéry dziata jako aktywator czynnika X,
jeszcze inni (92) przypuszczajg, ze fosfolipidy tworzg z jonami wapnia
i czynnikiem V kompleks utatwiajacy dziatanie aktywnego czynnika X na
protrombine, poniewaz fosfolipidy stanowig dogodng powierzchnie dla
wzajemnego oddziatywania biatek.

5 Hemker i Khan (76) postuluja, ze rowniez czynnik VIII two-
rzy kompleks z aktywnym czynnikiem 11X, fosfolipidami i jonami wapnia,
ktory to kompleks aktywuje czynnik X (rysunek 2). Sg tez dane o reakcji
kompleksowania miedzy tromboplastyng tkankowa a czynnikiem VII
(149).

kontakt Xlla Xla
Q| [Em— E S ([ R q [— > Xla ; IX - > IXa
IXa +VIII + fosfolipid + Ca2+------- » kompleks A
kompleks A
» Xa
Xa+V+ fosfolipid +Ca2+ -------- W Kompleks B
kompleks B

I » tromBina

Rys. 2. Schemat aktywacji protrombiny wedtug Hemkera i Kahna (76).
Aktywne czynniki krzepnigcia oznaczono literg a.

Zupeinie odmienny mechanizm aktywacji protrombiny postuluje
Seegers i jego szkota (194, 195, 196, 128). Wedtug nich trzy czynniki
krzepniecia: autoprotrombina | (odpowiadajgca czynnikowi VII), auto-
protrombina Il (odpowiadajgca czynnikowi IX) i autoprotrombina C
(aktywny czynnik X) sa posrednimi produktami konwersji protrombiny
w trombine. W doswiadczeniach, na ktdrych opiera sie ta teoria stosowano
oczyszczone preparaty protrombiny, ktére wykazywaty aktywnosci czyn-
nikow VII, IX, X. Jest jednak sprawg sporng, czy sg to aktywnosci
preformowane, czy tez czynniki te odszczepiajg sie z czasteczki protrom-
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biny w czasie jej aktywacji. Czynniki IlI, VII, X sg do siebie podobne
pod wzgledem niektorych wiasnosci i struktury fizykochemicznej (43).
Postuluje sie ich wspdlne pochodzenie od preprotrombiny (75), ktorej
biosynteze warunkuje witamina K (75). Ostatnio Marciniak i wsp.
(129, 130) uwazaja, ze pierwotna czasteczka protrombiny dysocjuje na
wiasciwg protrombine, inhibitor i autoprotrombine Ill, ktéra moze ulegac
aktywacji do czynnika X.

Mechanizm przejscia fibrynogenu w fibryne i utworzenia nierozpusz-
czalnego skrzepu fibrynowego (rysunek 3) jest znacznie lepiej poznany
z punktu widzenia biochemicznego. Trombina katalizuje swoiscie hydro-
lize okreSlonych wigzan peptydowych miedzy glicyng i argining i odszcze-
pia dwa fibrynopeptydy A i B od dwu podjednostek fibrynogenu; od
trzeciej podjednostki fibrynogenu nie odszczepia sie zaden peptyd (16,
18, 77). Powstanie niewielkich iloSci nietypowych fibrynopeptydow AP
i Y w czasie krzepniecia krwi moze by¢ skutkiem mikroheterogennosci
fibrynogenu lub degradacji fibrynopeptydéw A i B (19, 210).

Fibrunogen + trombina  ------- monomery fibryny + fibrynopeptydy
n monomeréw fibryny — -——-— *- (polimery fibryny) n
Czynnik X1l +trombina +Ca2 + ----—- » czynnik Xllla

Czynnik Xllla +(polimery fibryny)n --—- fibryna stabilizowana

Rys. 3. Przejscie fibrynogenu w fibryne.

Czasteczki fibrynogenu, pozbawione fibrynopeptydéw, tworzg tak
zwane monomery fibryny i ulegajg samorzutnej polimeryzacji, typu
»00k do boku” lub ,koniec do konca” (65). Prawdopodobnie poszczegdlne
monomery w siatce widknika powigzane sg ze soba poprzez wiazania
wodorowe. Skrzep utworzony z oczyszczonego fibrynogenu i trombiny
tatwo rozpuszcza sie w roztworze mocznika. Dopiero stabilizacja czyni
go opornym na rozpuszczanie w roztworze mocznika i w innych rozpusz-
czalnikach organicznych. Stabilizator wtoknika (czynnik XII1) jest trans-
peptydazg o ciezarze czasteczkowym zblizonym do fibrynogenu (109, 118,
119). Ulega on aktywacji pod wptywem trombiny (32, 121). Mechanizm
jego dziatania polega na utworzeniu dodatkowych wigzanh amidowych
w siatce wiéknika w wyniku wymiany grup aminowych lizyny z amo-
niakiem zwigzanym z grupg 7-karboksylowg glutaminy lub P-asparaginy
(56, 122). W czasie reakcji stabilizacji wyzwala sie amoniak (120). Stabi-
lizacja skrzepu zapewnia wiekszg skuteczno$¢ hemostatyczng skrzepu
i sprawne gojenie sie ran (8).

Osoczowe czynniki krzepniecia mozna podzieli¢ na trzy grupy:

1) Czynniki aktywowane przez kontakt z powierzchniami (X1 i XII).

2) Czynniki ,rodziny protrombiny” (ll, VII, IX i X) sa adsorbowane

2 Postepy Biochemii
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siarczanem baru, ich biosynteza zalezy od witaminy K, wykazujg daleko
idgce podobieAstwa strukturalne.

3) Czynniki ,rodziny” fibrynogenu (I, V, VIII, XIIl), o wysokim
ciezarze czgsteczkowym (rzedu 300 000), sg substratami dla trombiny
i plazminy. O powiazaniu miedzy czynnikiem VIII i fibrynogenem $wiad-
czy nietypowe zachowanie sie w ultrawirowce fibrynogenu uzyskanego
od pacjentdw z wrodzonym niedoborem czynnika VIII (17). Ponadto
aktywnos$¢ zblizong do czynnika VIl znaleziono w produktach proteolizy
fibryny (214). Do czynnikéw ,rodziny” fibrynogenu nalezy prawdopo-
dobnie réwniez czynnik v. Willebrandta, ktérego brak stwierdza sie
w hemofilii naczyniowej (167). Czynnik ten niezbedny do utrzymania
prawidtowej adhezywnosci ptytek in vivo (20) wypada wraz z fibrynoge-
nem we frakcji | Cohna (169) oraz z osadem krioglobulin.

Zdaniem autora tego artykutu teoria Seegersa w oryginalnym brzmie-
niu jest trudna do przyjecia, brak bowiem dostatecznych dowodow
Swiadczacych o pochodzeniu czynnikéw VII, IX i X z protrombiny,
a ponadto u chorych z niedoborami czynnikéw VII, IX i X poziom
i aktywnos$¢ protrombiny sg prawidtowe. Jednak wiele danych wskazuje,
ze zar6wno czynniki ,rodziny” protrombiny jak i czynniki ,rodziny”
fibrynogenu moga pochodzi¢ od wspolnych prekursorow.

Ostatnio wyniki niektorych badan nad wpltywem witaminy K na
biosynteze czynnikéw krzepniecia w homogenatach i podfrakcjach ko-
morkowych (6, 173, 209) wskazujg, ze dziala ona w rybosomach na
uformowany juz uprzednio prekursor biatkowy, by¢é moze ten, z ktdrego
powstajg pod wptywem witaminy K czynniki II, VII, IX, X.

Niektére obserwacje kliniczne wskazuja, ze w hemostazie proces
tworzenia trombiny jest wazniejszy niz proces tworzenia fibryny. Trom-
bina jest potrzebna nie tylko do tworzenia skrzepu, lecz takze do agre-
gacji ptytek i uwalniania z nich réznych substancji dziatajgcych na na-
czynia. Dotychczas opisano kilkadziesigt przypadkéw wrodzonej afibry-
nogenemii. U niektérych chorych poziom fibrynogenu byt ponizej granicy
wykrywalno$ci wynoszacej 0,001°/0, a chorzy ci wykazywali jedynie
tagodna tendencje do krwawien (67, 157). Znacznie ciezszy przebieg
natomiast ma nabyta afibrynogenemia, uwarunkowana wewnagtrznaczy-
niowym Kkrzepnieciem i fibrynolizag. Przyczyng tego moze by¢ miedzy
innymi fakt, ze w stanach tych dochodzi do uszkodzenia funkcji ptytek.
Kowalski i wsp. (98, 102, 103) wykazali, ze produkty rozpadu fibry-
nogenu hamuja agregacje ptytek. By¢é moze, we wrodzonej afibrynoge-
nemii prawidtowa czynnos¢ plytek wyrownuje defekt hemostatyczny.
Wiadomo jednak, ze fibrynogen jest kofaktorem agregacji ptytek przez
ADP (37, 139), jest zatem mozliwe, ze funkcje fibrynogenu moga zastgpic
niektére inne biatka, badz, ze nawet Slady fibrynogenu wystarczajg do
zapewnienia minimum funkcji hemostatycznych.
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Ostatnio (52) wyosobniono z jadu weza enzym o aktywnos$ci zblizonej
do trombiny, dziatajacy jednak tylko na fibrynogen, a nie dziatajacy na
ptytki ani na czynnik VIII. Przedtuzone podawanie oczyszczonego jadu
psom i ludziom powoduje catkowitg utrate zdolnosci krwi do krzepniecia,
a mimo to nie wywotuje zadnych objawoéw zakrzepoéw i krwawien.

Omowienie mechanizmu krzepniecia krwi bytoby niezupetne gdy-
bySmy pomineli role naturalnych inhibitorébw w osoczu. Ich znaczenie
fizjologiczne polega na uniemozliwieniu rozprzestrzeniania sie procesu
krzepniecia krwi. Dzieki ich aktywno$ci 1 ml osocza moze neutralizowaé
2000 jednostek trombiny, to znaczy iloS¢ potrzebng do wykrzepienia
2 litrow fibrynogenu w 15 sekund (203).

Najwazniejszg role odgrywajg antytrombiny. Pod koniec lat piec-
dziesigtych wyr6zniano nastepujace antytrombiny (203): | — fibryna,
adsorbuje trombine, Il — kofaktor heparyny, Il — ,progresywna”, jej
oddziatywanie z trombing wymaga czasu, IV — powstaje z protrombiny,
jej istnienie podano ostatnio w watpliwos¢ (143), V — ,,natychmiastowa”,
znajduje sie we frakcji Y-globulinowej osocza niektérych chorych z dys-
proteinemig (117), VI — produkty rozpadu fibrynogenu (153, 154). Ostat-
nio stwierdzono (1), ze 75°/0 aktywnosci antytrombinowej osocza zawiera
sie w a2 globulinie, o ciezarze czasteczkowym 64 000. Biatko to jest
takze kofaktorem heparyny. a2 Makroglobulina osocza zawiera réwniez
aktywno$¢ antytrombinowg, a jest wolna od aktywnosci kofaktorowej
(208). Wydaje sie, ze szczegdlnie aktywne sa inhibitory skierowane prze-
ciwko czynnikowi XI i VII (184, 202). Ostatnio oczyszczono preparaty in-
hibitora czynnika XI z osocza ludzkiego (150). By¢ moze, dzieki wysokiej
aktywnosci tego inhibitora nie sposoéb jest doprowadzi¢ do wewnatrzna-
czyniowego wykrzepienia fibrynogenu u zwierzat nawet po duzych daw-
kach aktywnego czynnika XI (166) lub aktywatora czynnika XII, kwasu
elaginowego (26, 59).

»Antytrombokinaza” osocza, ktorej aktywnos$é narasta w czasie krzep-
niecia krwi (191) jest prawdopodobnie identyczna z inhibitorem pochodza-
cym z protrombiny (130, 193), a hamujacym konwersje protrombiny
w trombine pod wptywem aktywnego czynnika X.

Kwasny glikoproteid osocza jest aktywnym inhibitorem trombo-
plastyny tkankowej (168). Heparyna, potezny inhibitor krzepniecia krwi,
uzyskany z tkanek, jest w osoczu w $ladowych ilosciach (47) i nie odgrywa
wiekszej roli w warunkach fizjologicznej hemostazy.

Il. Znaczenie uktadu fibrynolitycznego

Biochemie i fizjologie uktadu fibrynolitycznego omoéwiono ostatnio
szczegbétowo (97, 176, 219), na tym miejscu zwrdécimy jedynie uwage na
znaczenie tego uktadu w hemostazie.
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Fizjologiczna rola enzyméw fibrynolitycznych polega na usuwaniu
ztogow wibdknika. Fibrynoliza uniemozliwia nadmierne narastanie skrze-
pu, przyczynia sie do znikania i wchtaniania czopu hemostatycznego oraz
wywiera istothy wptyw na proces gojenia sie ran. W procesach tych moga
bra¢ udziat enzymy fibrynolityczne osocza, leukocytéw oraz aktywatory
ze $rodbtonkéw naczyn krwiono$nych.

Uktad fibrynolityczny osocza w czasie krzepniecia krwi ulega akty-
wacji (106), ktérej mechanizm nie jest wyjasniony. Zaobserwowano, ze
w czasie krzepniecia zmniejsza sie aktywnos¢ inhibitoréw fibrynolizy (107,
218). Do aktywacji procesu fibrynolizy dochodzi w czasie zetkniecia
0socza z czynnymi powierzchniami, a w reakcji tej bierze udziat czynnik
XIl (86, 156). Pewng role w aktywacji plazminogenu moga odgrywac
takie czynniki krzepniecia, jak trombina (49) i czynnik X, ktére sa pro-
teazami. Ponadto aktywator plazminogenu tatwo adsorbuje sie na skrze-
pie (198). Trudno jednak wytlumaczy¢ potezng aktywacje fibrynolizy
in vivo w nastepstwie wzmozonego wewnatrznaczyniowego krzepniecia.
In vivo zlogi widknika powstate po podaniu trombiny rozpuszczajg sie
w ciggu kilku godzin (104).

Aktywacja fibrynolizy w nastepstwie krzepniecia krwi stanowi istotny
mechanizm sprzezenia zwrotnego w homeostazie hemostazy. Aktywna
plazmina moze nie tylko trawi¢ fibrynogen i fibryne i inaktywowac
niektére czynniki krzepniecia, lecz takze uwalnia¢ z fibrynogenu i fibryny
produkty trawienia dziatajagce jako antykoagulanty. W r. 1957 Nie -
wiarowski i Kowalski (152) opisali powstawanie aktywnosci
antytrombiny VI w czasie proteolitycznego dziatania plazminy na fibry-
nogen. Niezaleznie Triantaphyllopoulos (213) opisat antykoa-
gulant tworzacy sie w czasie diugotrwatej inkubacji roztworu fibryno-
genu. Produkty degradacji fibrynogenu majg istotng aktywnos$é anty-
trombinowg (101, 153, 154) i antytromboplastyczng (112, 155) oraz, co
wazniejsze, hamujg polimeryzacje monomerdw fibryny tworzac z nimi
rozpuszczalne kompleksy i zapobiegajac w ten sos6b powstaniu skrzepu
(114). Istotng role w hemostazie moze gra¢ opisane przez Kowal-
skiego i wsp. (98, 102, 103) hamowanie agregacji krwinek ptytkowych
przez produkty rozpadu fibrynogenu, dzieki czemu fibrynoliza moze
upos$ledzac tworzenie sie czopu hemostatycznego.

I1l. Rola krwinek ptytkowych

Krwinki ptytkowe, najmniejsze, bezjgdrzaste komorki krwi, ktérych
metabolizm i biochemie szczegbtowo opisano (10, 131, 137, 178), peinig
w hemostazie bardziej podstawowe funkcje niz osoczowe mechanizmy
krzepniecia krwi. Krzepniecie osoczowe pojawia sie w rozwoju filoge-
netycznym, dopiero na szczeblu kregowcow, u wiekszosci bezkregowcow
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za$ podstawowy mechanizm hemostazy stanowi agregacja specjalnych
komorek, tak zwanych koagulocytow (111).

W organizmie wyzszych ssak6w ptytki spetniajg liczne funkcje hemo-
statyczne: aktywacje krzepniecia krwi, agregacje i adhezje (podstawowe
mechanizmy warunkujgce wytworzenie czopu hemostatycznego), retrakcje
skrzepu oraz oddziatywanie na naczynia krwionos$ne.

Ptytki zawierajg swoiste czynniki krzepniecia oraz wykazuja zdol-
no$¢ adsorpcji réznych osoczowych czynnikéw krzepniecia na przyktad
czynnikéw 1, 11, V, VII, VIII, IX, X, XI, XII (27, 88). Dzieki temu krzep-
niecie krwi na powierzchni ptytki przebiega o wiele intensywniej niz
w osoczu. Zwrocit na to uwage Roskam (186) wysuwajac hipoteze
»atmosfery osoczowej okotoptytkowej”, w ktérej skupiajg sie osoczowe
czynniki krzepniecia, co potwierdzili pdzniej inni badacze. Wyjatkowo
silnej adsorpcji na powierzchni ptytek ulegajg czynniki nalezace do ro-
dziny fibrynogenu. Czynnik V zwany czynnikiem ptytkowym 1, wykazuje
po wyptukaniu z ptytek pewne odrebne cechy fizykochemiczne (44).

Do typowych ptytkowych czynnikéw krzepnigcia nalezy fibrynogen
ptytkowy oraz czynniki ptytkowe 2, 3i 4.

Megakariocyty, komérki macierzyste ptytek syntetyzujg fibrynogen
(61), nie ma jednak zaleznosSci pomiedzy poziomem ani metabolizmem
fibrynogenu w osoczu i w ptytkach (33). Nie ustalono ostatecznie, czy
fibrynogen ptytkowy i osoczowy sg identyczne. Nie wiadomo tez czy
identyczne sa osoczowy czynnik XIII i ptytkowy stabilizator wtdknika
(312).

Czynnik ptytkowy 2, biatko o niewielkim ciezarze czgsteczkowym
aktywuje fibrogen, powodujac odszczepienie nie zidentyfikowanych
blizej peptyddéw, co zwieksza podatno$¢ fibrynogenu na dziatanie trom-
biny (53).

Czynnik ptytkowy 3 jest fosfolipidem aktywujgcym wewngtrzpochod-
ny mechanizm tworzenia sie trombiny. Aktywno$¢ biologiczng tego czyn-
nika wykazuje izolowana fosfatydyloetanoloamina, ale wptywajg na nig
rowniez inne fosfolipidy oraz stan ich rozproszenia, a fosfatydyloseryna
w wyzszych stezeniach dziata hamujaco. Najwyzsza aktywno$é wykazuja
lipoproteidy bton ptytkowych (131, 132, 133). W czasie agregacji ptytek
zwieksza sie dostepnos$¢ czynnika plytkowego 3. Bardziej reaktywne staja
sie wowczas fosfolipidy na powierzchni ptytek, a tylko niewielka cze$¢
czynnika ptytkowego 3 przechodzi do osocza (69, 70, 83).

Czynnik ptytkowy 4, poczatkowo opisany jako czynnik antyhepary-
nowy (42, 215), zostat w naszym Zaktadzie wyodrebniony w wysoko
oczyszczonej postaci z ptytek Swini i okazal sie substancjg termostabilng
0 ciezarze czasteczkowym okoto 10 000, zawierajgcg biatko i cukry (53).
Neutralizuje on antytrombinowga aktywno$é produktow rozpadu fibryno-
genu (161) i powoduje polimeryzacje rozpuszczalnych komplekséw mo-
nomerow fibryny (164). Czynnik ptytkowy 4 jest gwaltownie wyrzucany
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z ptytek w czasie ich agregacji (164, 165). Podany dozylnie krélikom
powoduje spadek liczby ptytek, spadek fibrynogenu i skrdcenie czasu
krzepniecia (54). Prawdopodobnie czynnik ten odgrywa istotng role
w agregacji ptytek i w ich przyleganiu do nitek wiéknika.

Sposréd innych hemostatycznie czynnych biatek w krwince ptytkowej,
mozna wymieni¢ antyplazmine ptytkowa, rézng od osoczowej (4, 93)
i trombastenine, kurczliwe biatko o wtasnosciach zblizajacych je do
aktomiozyny mie$niowej. Trombastenina (precypituje pod wptywem ATP
i wykazuje czynno$¢ ATP-azowg) gra istotng role w pdZniejszych etapach
agregacji ptytek i w refrakcji skrzepu (11, 12).

Agregacjag nazywamy uwarunkowany swoistymi czynnikami proces
wzajemnego przylegania ptytek prowadzacy do powstawania duzych sku-
pisk. Substancje zwiekszajgce agregacje piytek zwiekszajg rowniez ich
adhezje, to znaczy przyleganie do réznych powierzchni, na przyktad do
Sciany naczyn krwiono$nych, szkta itp. Nie zawsze jednak istnieje kore-
lacja pomiedzy wynikami réznych metod, ktére mierzg agregacje lub
adhezje (185).

Tablica 3 podaje zestawienie ré6znych substancji powodujgcych agre-

Tablica 3
Niektére substancje powodujace agregacje ptytek
A) Substancje ,fizjologiczne”

Stezenie powoduje
Substancja agregacje w osoczu Inhibitor
bogato ptytkowym

ADP (57) 10~6—10-7M 2-chloroadenozyna (22)
Adenozyna (21* 22)
AMP (21, 22)
Cysteina (189)
TAMe (189)

Trombina (55) 0,1—0,5 j/ml Heparyna (34)
Hirudyna (135)
Produkty degradacji fi-
brynogenu (102)

Adrenalina (142) 10-«—10~™ Phentolamina (171)
Imipramina (187)

Noradrenalina (142) 10-6M Phentolamina (171)

Serotonina (142) 10~eM Benadryl. Promethazine
R0-3-0837 (172)

Kolagen (146, 147) Butapirazol (148)

Olig'omery fibryny (201)
Rozpuszczalne komplek-
sy monomeréw fibryny
i fibrynogenu (99)

B) Substancje ,niefizjologiczne”: trypsyna (84), neuraminidaza (84), trdjetylek
cyny (170), jady wezéw: B. atrox, B. jararaca, T. purpureomaculata (39), toksyny
gronkowcowe (90), homocysteina (138), kwasy ttuszczowe (200).
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gacje i ich inhibitorow, interesujace jest, ze obok agregacji ptytek trom-
bina powoduje krzepniecie fibrynogenu, a adrenalina, serotonina i nora-
drenalina kurczg naczynia krwionos$ne. Najbardziej swoistym czynnikiem
agregujacym phytki jest ADP, a jego kofaktorem jest zapewne fibrynogen
(12, 37).

W procesie agregacji ptytek mozna wyr6znié¢ dwie fazy (126, 141):
pierwotng, odwracalng, charakteryzujacg sie jedynie wzajemnym przyle-
ganiem ptytek i druga, nieodwracalng, ktérej towarzyszy degranulacja
komérek (175). Degranulacji towarzysza reakcje ,uwalniania” z ptytek:
ADP (62), adrenaliny (211), serotoniny (62), potasu (30), czynnika ptytko-
wego 4 (164) i niektorych innych substancji. Nieodwracalna faza agregacji
odpowiada w pewnym sensie zjawisku, okre$lanemu dawniej mianem
»lepkiej przemiany ptytek” (220), a polegajacemu na tworzeniu sie bez-
ksztattnych agregatow, w ktérych granice pomiedzy poszczegdlnymi ko-
morkami ulegajg zatarciu przy obserwacji w mikroskopie fazowokon-
trastowym.

Poniewaz ADP uwalnia sie przy réznych typach agregacji, przy-
puszczano, iz jest on mediatorem kazdej agregacji (71, 72). Nie da sie
jednak pogodzi¢ z tg teorig odmienno$¢ agregacji przez ADP i trombine
oraz synergistyczny efekt obu tych czynnikéw (163). Ponadto ADP nie
uwalnia sie w czasie agregacji pod wptywem matych stezen adrenaliny
(126). Wydaje sie bardziej prawdopodobne, ze do agregacji moga dopro-
wadza¢ rézne procesy powodujgce zmiany na btonach komérkowych
ptytek, na przyktad rédwniez zmiany pH lub dodanie natadowanych
polimeréw (34). Agregacja ptytek pod wptywem zmian pH i pod wply-
wem ADP majg sie do siebie zapewne tak, jak hydroliza biatka przez
gotowanie w kwasie i pod wplywem swoistego enzymu.

Celem wytlumaczenia agregacji ptytek przez ADP formutowano rdzne
teorie. Gaarder i Laland (58) postulowali tgczenie sie ptytek
poprzez mostki utworzone przez ADP i jony wapnia. Spaet
i Lejnieks (207) uwazali, ze ADP jest donatorem energii potrzeb-
nej do agregacji ptytek, a Salzman i wsp. (190) sg zdania, ze ADP
zwieksza energie potrzebng do agregacji ptytek hamujagc ATP-aze na
ich powierzchni. Wedtug Borna (24) ADP wigzac sie z biatkami ptytki
modyfikuje ich konformacje, co sprzyja zlepianiu sie. Wydaje sie, iz
zadna z tych hipotez nie jest poparta dostatecznymi dowodami doswiad-
czalnymi.

Mechanizm degranulacji i ,uwalniania” jest réwniez przedmiotem
intensywnych badan. Wedtug Grelle’go (62) przyczyng tych zjawisk
jest uszkodzenie btony komorkowej piytki. Kowalski i wsp. (105)

wysuneli przypuszczenie, ze trombina i inne czynniki powodujace ,,uwal-
nianie” dziatajag na lizosomy piytek. Przemawiajg za tym prace Mus-
tar da i wsp. (148), ktérzy wigza adhezje ptytek z fagocytoza — pro-
cesem, w ktorym lizosomy odgrywaja znaczng role. Ptytki moga fago-
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cytowac czasteczki, do ktérych przylegajg, na przyktad czasteczki latexu
(60) i wirusy (38).

Zjawiska degranulacji i ,uwalniania” sg bardzo ztozone. Ostatnio
wykazano, ze w czasie agregacji ptytki wyrzucajg na zewnatrz charak-
terystyczne ziarnisto$ci zawierajgce serotonine (212).

Krwinka ptytkowa moze takze pobiera¢ z otoczenia szereg substancji,
na przykiad adenozyne (23), serotonine (136), adrenaling (25), potas (35).
Stosujac znakowane nukleotydy wykazano w piytkach dwie pule ADP:
metaboliczna i nieczynng metabolicznie, ale uwalniang z ptytek w czasie
agregacji (80, 81). Nasuwa to przypuszczenie, ze uwolnienie ADP z ptytek
niekoniecznie musi uposledza¢ metabolizm wewngtrzkomdrkowy tej
substancji i doprowadzi¢ do obumarcia komorki.

Wiadomo, ze prawidtowa funkcja ptytek warunkuje sprawng retrakcje
skrzepu, jednakze mechanizm retrakcji na poziomie molekularnym nie
jest wyjasniony. Jak juz wspomniano, podstawowa role w tym procesie
peini trombastenina. Ostatnie dane (145) wskazujg, ze odszczepienie
fibrynopeptydu B od fibrynogenu warunkuje proces retrakcji.

Pozostaje do omdwienia wzajemny stosunek funkcji krwinki ptytkowej
i Sciany naczyn krwionosnych. Podstawowym elementem uszkodzonej
$ciany naczynia, do ktorego przylegajg ptytki jest kolagen (205). Nie-
ktorzy autorzy uwazaja, iz przylegaja one réwniez do komdrek $rod-
btonka (95) i btony podstawowej naczyn (212). Piytki utrzymujg pra-
widtowg funkcje $rodbtonkéw i jak wynika z badan Johnson i wsp.
(94) ptytki lub fragmenty ptytek moga sie wcielaé do komorek $réd-
btonkéw.

Sciany naczyh krwionos$nych zawierajg waskulokinaze, enzym, ktory
zamienia powoli fibrynogen na fibryne, powodujgc przy tym odszczepie-
nie peptydéw réznych od fibrynopeptyddéw trombinowych (146, 147),
jednak rola tego enzymu w agregacji ptytek i tworzenia czopu hemo-
statycznego jest nieznana.

Szereg substancji farmakologicznie czynnych, powodujacych skurcz
naczyn krwiono$nych (na przykiad serotonina, adrenalina) przys$piesza
agregacje piytek, natomiast rozne substancje rozszerzajace naczynia, na
przykiad adenozyna (22), papaweryna, nitrogliceryna (66), prostoglandyna
(48) hamuja agregacje. W nadcisnieniu tetniczym dochodzi do istotnego
wzrostu adhezywnosci ptytek (181). Pozwala to domys$la¢ sie pewnych
analogii na poziomie molekularnym pomiedzy agregacjg ptytek a skur-
czem miesni gtadkich.

IV. Rola leukocytow i erytrocytow

Znaczenie leukocytow w hemostazie wigze sie przede wszystkim
z obecnos$cig enzymow fibrynolitycznych w tych komérkach. Jak wynika
z badaAh Prokopowicza (182) leukocyty moga by¢ zZrédtem plazmi-
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nogenu osoczowego. Rola tych komdérek moze sie jednak nie ograniczaé
tylko do usuwania ztogéw witdknika. Opisano wystepowanie w granulo-
cytach antytrombiny (188) oraz substancji o wtasno$ciach tromboplastycz-
nych (116) i antyheparynowych (115). Prawidtowa liczba leukocytow
w ustroju warunkuje ponadto wystepowanie tak zwanego fenomenu
Schwartzmana, ktérego istota polega na wewnatrznaczyniowym Kkrzep-
nieciu (85).

Erytrocyty rowniez wykazujg aktywnos$¢ antyheparynowa (179) i trom-
boplastyczng (61, 190). Ponadto komorki te sg zrédtem ADP — czynnika
agregujacego krwinki ptytkowe (57, 74, 144). Na role erytrocytéow
w hemostazie wskazywataby niewielka hemoliza, towarzyszaca zawsze
krzepnieciu krwi. Czesto obserwuje sie tez gromadzenie widknika 'wokot
erytrocytow w czopie hemostatycznym (177).

V. Hemostaza lokalna (powstawanie czopu hemostatycznego)

Na podstawie badan nad krzepnieciem krwi i agregacjg ptytek, oraz
w oparciu o obserwacje mikroskopowe poszczeg6lnych elementow mor-
fotycznych po uszkodzeniu naczyn, podano szereg schematéw tworzenia
sie czopu hemostatycznego.

Propozycje nowego schematu hemostazy przedstawiono na rysunku
4. Po uszkodzeniu S$ciany naczynia dochodzi do odstoniecia kolagenu,
ktéry agreguje ptytki i przyczynia sie do aktywacji wewnatrzpochodnego
mechanizmu krzepniecia krwi. Jednoczesnie wyzwala sie tromboplastyna
tkankowa, aktywujgca zewnatrzpochodny mechanizm krzepniecia. Tworzg

Uszkodzenie naczyn

Kolagen
\ Tromboplastyna
Aktywacja tkankowa
czynnika XII
I .
Aktywacja Aktywacja
wewnatrzpochodnego zeWﬂqtrzpochodne_go
uktadu krzepniecia uktadu krzepnigcia
Aktywacja
czynnika
ptytkowego Plytki  ------ Powstanie trombiny
Agregacja
plytek

Rys. 4 Schemat hemostazy. Mechanizmy podstawowe.
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sie §lady trombiny powodujace agregacje ptytek i aktywujgce autokatali-
tycznie mechanizm wewnagtrzpochodny. Z ptytek wyzwala sie ADP nasi-
lajacy proces agregacji. Czynnik ptytkowy 3 staje sie bardziej reaktywny
na powierzchni ptytek w czasie ich agregacji i przy$piesza tworzenie si¢
trombiny. Powstanie wiekszych stezen trombiny doprowadza do kontr-
akcji agregatéw piytkowych i do powstawania nitek wtdknika. Dochodzi
do zatrzymania krwawienia.

Oczywiscie przedstawiony schemat nie uwzglednia szeregu istotnych
dla hemostazy reakcji, na przyktad dziatania inhibitorow krzepniecia
i enzyméw fibrynolitycznych, roli ADP, ktére moze uwalnia¢ sie z uszko-
dzonych tkanek iz erytrocytéw, roli erytrocytéw i granulocytéw.

Alternatywny mechanizm hemostazy przedstawiony jest na rysunku
5. Pod wptywem roéznych czynnikéw (kolagenu, trombiny, ADP, seroto-
niny, katecholamin) dochodzi do agregacji ptytek, w czasie ktérej wyzwala

Rys. 5. Rola czynnika ptytkowego 4 w hemostazie. Alarmowy mechanizm hemostazy.

sie czynnik ptytkowy 4. Moze on z kolei przy$piesza¢ agregacje ptytek
i powodowac ich przyleganie do nitek wibdknika. Ponadto czynnik ptyt-
kowy 4 powoduje powstanie witoknika z rozpuszczalnych monomeréw
fibryny, skompleksowanych z produktami rozpadu fibrynogenu (parako-
agulacja). Jezeli, jak wskazuje wiele danych (112, 151), rozpuszczalne
monomery fibryny znajdujg sie we krwi krazacej, to wyzwolenie czyn-
nika ptytkowego 4 moze stanowi¢ istote ,,alarmowego mechanizmu hemo-
stazy”, ktory doprowadza do szybkiego odktadania sie wtdknika w miejscu
uszkodzenia naczyn krwionos$nych, z ominieciem bardziej powolnej kas-
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kady. Przyjecie tego alarmowego mechanizmu ttumaczy obserwacje (127)
wskazujace na pojawienie sie witoknika juz w 15 sekund po uszkodzeniu
naczyn krwiono$nych.

V1. Hemostaza ciagta

Poznanie mechanizméw utrzymujgcych krew piynng w naczyniach
krwionosnych i zapobiegajacych jej wynaczynieniu stanowi jeden z naj-
bardziej fascynujacych probleméw w badaniach nad hemostazg. Mimo
licznych badan i spekulacji problem ten pozostaje dotychczas nie wyjas-
niony.

W latach pieédziesigtych Copley (36), Jensen (91) i Astrup
(5) wysuneli teorie, wedtug ktérej w ustroju bezustannie zachodzi utajony
proces krzepniecia doprowadzajgcy do powstania na wewnetrznej po-
wierzchni naczyn krwionos$nych cieniutkich bton fibrynowych, a te sg
z kolei rozpuszczane przez ustawicznie aktywowang plazmine. Zachwia-
nie rbwnowagi miedzy utajonym krzepnieciem i fibrynoliza doprowadza
do krwawieh lub do zakrzep6éw. Jednak niemal wszystkim danym do-
Swiadczalnym przemawiajgcym za tg teorig, mozna przeciwstawi¢ inne,
ktére jej przecza. Na przyktad istnienie szybkiej przemiany fibrynogenu
i innych czynnikow krzepniecia w ustroju podawano jako argument
przemawiajgcy za utajonym krzepnieciem, ale jako kontrargument mozna
tu przytoczyé, ze podanie zdrowym osobnikom inhibitorow krzepniecia
(dwukumarolu i heparyny) nie ma istotnego wptywu na przemiane fibry-
nogenu w ustroju. Whnikliwym dyskusjom tej teorii poSwiecone sg arty-
kuty Hjorta i Hasselbacha (78) oraz Hjorta (78).

Inng teorie hemostazy wysungt Spaet (206). Jego zdaniem akty-
wacja krzepniecia moze przebiegaé jedynie lokalnie, w miejscu uszko-
dzenia naczyn krwionosnych, doprowadzajgc do powstania ograniczonego
czopu hemostatycznego. Nadmiernemu rozszerzaniu sie krzepniecia za-
pobiegaja inhibitory. Ponadto aktywne czynniki krzepniecia oraz oligo-
mery fibryny sa natychmiast usuwane z krwiobiegu przez komorki
watroby i ukiad siteczkowo-$rodbtonkowy. Z teorii Spaeta nie wynika
jednak, ze mikrourazy nie moga doprowadza¢ do wzmozonej aktywacji
krzepniecia oraz, ze proces lokalnej hemostazy nie wpitywa na krew
krazgca. Jakkolwiek Spaet przyjmuje, iz uogdlnione wewnatrznaczynio-
we krzepniecie ma miejsce jedynie w patologii, to mozna mu przeciw-
stawi¢ kontrargument, iz trudno jest czasem znaleZ¢ rozgraniczenie mie-
dzy stanem zdrowia i choroby. Warto wspomnie¢, ze wewnatrznaczyniowa
aktywacja krzepniecia i fibrynolizy pojawia sie w roznych stanach
emocjonalnych i po wysitku fizycznym (87). Wyzwalajgca sie w tych
stanach adrenalina powoduje agregacje ptytek (142), wzrost niektdrych
czynnikéw krzepniecia, na przyktad czynnika VIII (46) i aktywacje
fibrynolizy (13).
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Nowy aspekt w badaniach nad hemostazg cigglta stwarza wykrycie

rozpuszczalnych komplekséw monomeréw fibryny (produktéw rozpadu
fibrynogenu) dokonane w Zaktadzie Prof. Kowalskiego przed kilku laty
(113, 114). Wydaje sig, ze dalsze badania nad wystepowaniem tych
kompleksow w warunkach zdrowia i choroby mogg przyczyni¢ sie do
wyswietlenia wielu probleméw hemostazy ciagte;j.
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BOGUSLAW LIP1NSKI

Rozpuszczalne kompleksy monomeréw fibryny

Soluble Fibrin Monomer Complexes

Mechanisms of formation of different types of soluble fibrin monomer complexes
are discussed. Some physico-chemical as well as biological properties are described
with special emphasis on their role in hemostasis and platelet functions.

Monomery fibryny sag strukturalnymi jednostkami skrzepu fibryno-
wego formowanego z fibrynogenu pod wplywem trombiny powstajgcej
podczas krzepniecia krwi.

Fizykochemiczne wiasnosci fibrynogenu oméwiono szczegbétowo w ar-
tykule opublikowanym poprzednio (11). W ostatnich latach osiggnieto
znaczny postep w poznaniu struktury podjednostek fibrynogenu (1, 2, 7)
i produktéw jego degradacji powstatych pod dziataniem plazminy (4, 19).

1. Przemiana fibrynogenu w fibryne

W celu wyjasnienia mechanizmu powstawania rozpuszczalnych kom-
pleksow monomerdw fibryny (RKMF) nalezy prze$ledzi¢ poszczeg6lne
etapy powstawania skrzepu fibrynowego.

Badania nad przemiang fibrynogenu w fibryne ujawnity, iz trombina
odszczepia od czasteczki fibrynogenu co najmniej dwa typy fibrynopepty-
déw (2 mole fibrynopeptydu A i B na mol fibrynogenu). Kinetyka od-
szczepiania tych peptydow jest r6zna: najpierw uwalnia sie fibryno-
peptyd A, a potem, znacznie wolniej— B. Do wytworzenia skrzepu
wystarczy odszczepienie fibrynopeptydu A, co ma miejsce na przyktad
w przypadku dziatania reptilazy, enzymu otrzymanego z jadu weza
Bothrops jararaca (3, 6). Natomiast enzymatyczne uwolnienie fibryno-
peptydu B odgrywa istotng role w retrakcji skrzepu (5). Schematycznie

* Dr, Katedra i Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Biatym-
stoku

Wykaz stosowanych skrotow: RKMF —rozpuszczalny kompleks monomeréw fi-
bryny, FDP — produkty degradacji fibrynogenu, FSF — stabilizator fibryny
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proces przemiany fibrynogenu w fibryne pod wptywem trombiny przed-
stawia rysunek 1.

W pierwszym etapie dziatania trombiny powstajg monomery fibryny
typu ,,A”, ktére pozbawione sa tylko fibrynopeptydu A. Monomery
takie spontanicznie polimeryzujg liniowo tworzgc skrzep fibrynowy typu
»A”. Dalsze dziatanie trombiny powoduje odszczepienie fibrynopeptydu
B juz po wytworzenu skrzepu, przemieniajagc go na typ ,,AB”. W takim
skrzepie poszczeg6lne monomery potgczone sg miedzy sobg i liniowo,
i bocznie.

FIBRYNOGEN

\TROMBINA

MONOMER RBRYNY , A*
===== FIBRYNOPEPTYD A

a D

SPONTANICZNA
POLIMERYZACJA
LINIOWA

SIEC FIBRYNY TVPU ,,A*
J TROMBINA

FIBRYNOPEPTYD B

SIEC FIBRYNY TYPU ,,AB”

Rys. 1. Schemat przemiany fibrynogenu w fibryne pod wptywem trombiny

2. Rozpuszczalne po$rednie polimery fibryny i kompleksy fibrynogenu
Z monomerem A

Dokonane w mikroskopie elektronowym obserwacje proceséw zacho-
dzacych w czasie wykrzepiania oczyszczonego fibrynogenu trombing
wykazaly, ze wytworzenie przestrzennej sieci fibryny poprzedzane jest
pojawieniem sie rozpuszczalnych posrednich polimeré6w monomeru fibry-
ny (10). Shainoff i Page (22) wykazali, ze w pierwszym etapie
powstawania sieci fibryny tworzg sie rozpuszczalne kompleksy fibryno-
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genu z monomerem fibryny typu A. Kompleks taki pod wptywem dalszego
dziatania trombiny przeksztalca sie catkowicie na monomery polimery-
zujace w korficu do skrzepu fibrynowego. Wyodrebniony kompleks ma
statg sedymentacji 24 SO w poréownaniu z 8 SD dla oczyszczonego fibry-
nogenu (21). W pH 5,3 taki kompleks ulega dysocjacji na fibrynogen
i czeS¢ monomerowa, ktére spontanicznie polimeryzujg tworzac, w wa-
runkach zblizonych do fizjologicznych,, nierozpuszczalny wioknisty osad.
Chociaz autorzy sugeruja, iz w takim kompleksie 1 czagsteczka fibry-
nogenu potaczona jest z jednym monomerem A, bardziej prawdopodobne
wydaje sie potaczenie tréjsktadnikowe. W takim kompleksie na trzy mole
fibrynogenu przypadatyby 4 odszczepione fibrynopeptydy A.

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

Inng klase rozpuszczalnych komplekséw stanowiag potaczenia miedzy
monomerami fibryny a FDP. Kompleksy takie powstaja w ukiladzie,
w ktdrym trombina odszczepia monomery z fibrynogenu w obecnosci
wczesnych lub pdznych produktéow degradacji fibrynogenu plazming. Wy-
dajnos¢ kompleksowania zalezy od stezenia FDP i jest najwieksza, gdy
FDP doda¢ do petnej swiezo pobranej krwi przed jej spontanicznym
skrzepnieciem.

Podobne rozpuszczalne kompleksy tworzg sie w ukladzie FDP, osocze,
trombina, lub FDP, fibrynogen i trombina (15). W tym ostatnim przy-
padku wydajnos¢ kompleksowania zalezna jest od szybkosci powstawania
monomerdw fibryny z fibrynogenu pod wptywem trombiny. Zasadnicza
cechg tego typu komplekséw jest ich niewykrzepialno$é po dodaniu
trombiny.

Rozpuszczalne kompleksy mozna rowniez otrzymac¢ mieszajgc FDP
z preparatem monomeru fibryny w moczniku. Wydajno$¢ kompleksowa-
nia jest bardzo niska, jesli uzyty monomer fibryny pozbawiony jest obu
fibrynopeptydow A i B wskutek wyczerpujgcego dziatania trombiny na
fibrynogen. Natomiast z monomerem typu ,A”, otrzymanym przez dzia-
tanie reptilazg, kompleksowanie zachodzi niezwykle wydajnie (9). Efek-
tywne kompleksowanie monomeru typu A tlumaczy sie tym, iz FDP
blokujg centra polimeryzacji odstoniete przez odszczepiony fibrynopep-
tyd A (rysunek 2), a obecny na czgsteczce monomeru fibrynopeptyd B
uhiemozliwia polimeryzacje boczng. W przypadku monomeru fibryny
typu AB rozpuszczalny kompleks powstaje tylko wtedy, gdy wszystkie
centra polimeryzacji bedg zablokowane przez nadmiar FDP. Przy nie-
dostatecznym stezeniu FDP w stosunku do monomerow AB powstaje
»hiepetny” kompleks, ktéry poprzez polimeryzacje boczng wytwarza ,,de-
fektywnga” sie¢ fibryny.
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Ostatnio wykazano (8), ze przy wykrzepianiu fibrynogenu w obecnosci
FDP bakteryjnym trombinopodobnym enzymem, zwanym koagulazg
gronkowcowga, wydajnos¢ kompleksowania jest znacznie mniejsza niz
przy analogicznym wykrzepianiu trombing. Prawdopodobnie koagulaza
gronkowcowg przeksztatca fibrynogen w monomer fibryny typu AB i po-
wstajg niepetne kompleksy typu AB zdolne do wytworzenia opisanej
wyzej defektywnej sieci fibryny.

ROZPUSZCZALNY
KOMPLEKS TYPU .A”’

FDP

ROZPUSZCZALNY
KOMPLEKS TYPU .AB’

__ NIEPEENY

—o KOMPLEKS TYPU ,,AB”
FDP
POLIMERYZACJA
| BOCZNA
~DEFEKTYWNA'

—Q SIEC FIBRYNY

Rys. 2. R6ozne formy rozpuszczalnych komplekséw w zaleznos$ci od typu monomeru
fibryny

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

Jeszcze inny rodzaj rozpuszczalnych komplekséw powstaje w czasie
proteolitycznego rozpadu fibryny pod wptywem plazminy (12). Powstajg
one tylko w przypadku uptynniania $wiezego skrzepu ztozonego gtownie
z monomerow typu A. Rozpuszczalne kompleksy sktadajg sie z monomeru
fibryny oraz zwigzanych z nim fragmentéw sasiednich monomeréw (ry-
sunek 3). W czasie dalszej proteolizy plazming nastepuje degradacja
komplekséw z wytworzeniem fragmentow monomeréw fibryny.

Jezeli podda¢ dziataniu plazminy skrzep fibrynowy, ktérego sie¢ zbu-
dowana jest z monomerdw typu AB, to jego liza bedzie przebiegac od razu
z wytworzeniem drobnoczasteczkowych fragmentdw fibryny. Boczna
asocjacja monomeréw AB w sieci fibrynowej uniemozliwia bowiem
uwalnianie rozpuszczalnych komplekséow (rysunek 3). Rowniez zacho-
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dzaca pod wpltywem plazminy liza skrzep6w otrzymanych w wyniku
dziatania koagulazy gronkowcowej, przebiega bez uwalniania RKMF.
Jest to prawdopodobnie takze wynikiem bocznej asocjacji koagulazowych
monomerdw w sieci skrzepu.

SIEC FIBRYNY TYPU ,A*
| PLAZMINA

ROZPUSZCZALNY KOMPLEKS
MONOMERU FIBRYNY TYPU ,, A"
j PLAZMINA

i - S g i -
PRODUKTY DEGRADACJI MONOMERU
FIBRYNY

Rys. 3. Hipotetyczny mechanizm powstawania rozpuszczalnych kompleksé6w mono-
merow fibryny w czasie lizy skrzepu fibrynowego pod wptywem plazminy.

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

Czynnikiem, ktory powoduje zasadnicza zmiane witasno$ci RKMF jest
stabilizacja fibryny. Fibryng utworzona pod wptywem trombiny z oczysz-
czonego fibrynogenu sktada sie z monomeréw zwigzanych miedzy sobg
wigzaniami wodorowymi i by¢ moze hydrofobowymi. Wigzania takie
ulegajg rozerwaniu w $rodowisku kwasnym lub w roztworach stezonego
mocznika, co powoduje rozpuszczenie skrzepu. Otrzymany w ten sposob
roztwér monomeréw fibryny moze by¢ ponownie przeprowadzony
w skrzep po usunieciu mocznika.

Jesli skrzep fibryny wytwarza sie w obecnosci aktywnego czynnika
stabilizujgcego fibryne, to powstaty polimer nie rozpuszcza sie ani
w $rodowisku kwasnym, ani w roztworach stezonego mocznika. Jest to
spowodowane tym, iz poszczegélne monomery fibryny w takim skrzepie
zwigzane sg miedzy soba wigzaniami kowalencyjnymi, tworzac prze-
strzenng sie¢ stabilizowanej fibryny. Nalezy podkresli¢, iz wiasnie taki
stabilizowany skrzep tworzy sie w warunkach fizjologicznego krzepniecia
krwi. Ostatnio wykazano, ze FSF jest transamidazg katalizujgcg powsta-
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nie wigzania pomiedzy e-aminowga grupg reszty lizynowej jednego mo-
nomeru fibryny a 7-karboksylem reszty kwasu glutaminowego sgsied-
niego monomeru (18).

Proteoliza stabilizowanego skrzepu plazming prowadzi réwniez do
powstania rozpuszczalnych kompleksow monomeréw fibryny (12). Kom-
pleksy takie w wyniku dalszego trawienia plazming dajg produkty de-
gradacji fibryny, ktore jednakze réznig sie od produktéw otrzymanych
z nie stabilizowanych komplekséw. Sie¢ stabilizowanej fibryny oraz jej
lize przez plazmine przedstawiono schematycznie na rysunku 4.

3 —@2 b
fr

C-H

(CHife (CHa)j

|
H

SIEt FIBRYNY STABILIZOWANE]
PLAZMINA

ROZPUSZCZALNY STABILIZOWANY
KOMPLEKS MONOMERU FIBRYNY

Rys. 4. Schematyczne przedstawienie sposobu tgczenia sie poszczegdlnych monomeréw
fibryny w sieci stabilizowanego skrzepu oraz uwalnianie rozpuszczalnego kompleksu
pod wptywem plazminy

Kompleks wyizolowany z lizatu fibryny nie stabilizowanej ulega dy-
socjacji w moczniku w srodowisku kwasnym i w czasie elektroforezy na
zelu skrobiowym dzieli sie na trzy frakcje. Natomiast rozpuszczalny
kompleks otrzymany z lizatu stabilizowanej fibryny stanowi w tych
warunkach niedysocjujgcag catosc.

6. Ogoblne wiasnosci rozpuszczalnych komplekséw monomeréw fibryny

Charakterystyczng cechg wszystkich typow rozpuszczalnych komplek-
sOw, zawierajagcych jako podstawowy skitadnik monomer fibryny, jest
ich zdolno$¢ do nieodwracalnego wytwarzania wioknistych osadéw pod
wpltywem szeregu czynnikdéw parakoagulujgcych. Nalezg do nich siarczan
protaminy, f3-naftol oraz ostatnio opisany czynnik ptytkowy 4 (20). Po-
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nadto parakoagulacje mozna wywota¢ przez zakwaszenie do pH 58,
oziebienie do +4°C, lub przez rozciefczenie wodg destylowang. Zjawisko
parakoagulacji polega na zdysocjowaniu rozpuszczalnego kompleksu na
monomery i FDP, co prowadzi do spontanicznej nieodwracalnej poli-
meryzacji monomerow fibryny. Taki para-skrzep zawiera pewng cze$¢
skopolimeryzowanych FDP i ma strukture inng niz czysta fibryng (13).

RKMF mozna podzieli¢ na dwie zasadnicze grupy: wykrzepialng i nie
wykrzepialng pod wptywem trombiny. Z komplekséw monomerow z fibry-
nogenem trombina odszczepia dalsze fibrynopeptydy doprowadzajgc do
wytworzenia jednolitego skrzepu fibrynowego. Wykrzepialne trombing
kompleksy sa zatem przejSciowym produktem przemiany fibrynogenu
w fibryne. W przeciwienstwie do nich, kompleksy monomeréw fibryny
z FDP oraz kompleksy uwalniane w czasie proteolizy skrzepu nie moga
tworzy¢ przestrzennej sieci fibryny z racji ich specyficznej budowy.

Z reakcjg parakoagulacji wigze sie zjawisko zlepiania gronkowcdow
oraz agregacji ptytek przez RKMF. Zlepianie gronkowcdw obserwowane
W 0soczu, surowicy oraz roztworach oczyszczonego fibrynogenu, zalezne
jest od obecnosci specyficznego czynnika, ktérym okazaly sie rozpuszczal-
ne kompleksy monomeréw fibryny powstate w wyniku lizy skrzepu (14).
Drugim niezbednym czynnikiem do wywotania reakcji zlepiania gron-
kowcow jest obecno$¢ w ich Scianie komdrkowej substancji o whasnosciach
parakoagulujgcych. Podobnie ttlumaczy sie agregacje ptytek krwi przez
rozpuszczalne kompleksy monomeréw fibryny tak z fibrynogenem, jak
i z FDP (9). W przypadku ptytek krwi czynnikiem parakoagulujagcym
jest czynnik ptytkowy 4 odznaczajacy sie niezwyklg specyficznoscia.
Parakoagulujgca aktywnos$¢ tego czynnika przewyzsza 100-krotnie aktyw-
no$¢ siarczanu protaminy (20).

W zwigzku z badaniem wtasnosci zlepiania przez kompleksy stwier-
dzono, iz pewne formy kompleksow wykazujg charakterystyczng termo-
stabilno$¢ w 56°C. Fibrynogen ogrzewany przez 3 min. w tej tempera-
turze ulega catkowicie nieodwracalnej precypitacji. Kompleksy stabilne
w 56°C ulegaja jednakze denaturacji przy ogrzewaniu w 60°C przez
3 min.

7. Znaczenie rozpuszczalnych kompleksow monomeréw fibryny w hemostazie

Stosujac opracowany ostatnio test z siarczanem protaminy wykazano,
ze w osoczu ludzi zdrowych znajduje sie stosunkowo stata iloS¢ rozpusz-
czalnych kompleksow monomerow fibryny, ktéra wynosi okoto 10% kra-
zgcego fibrynogenu (16). Poziom RKMF dramatycznie zwieksza sie w pe-
wnych stanach patologicznych, na przyktad przy zawale serca, w ktorym
stwierdza sie nadkrzepliwo$¢ innymi metodami. W doswiadczeniach na
krolikach stwierdzono, iz wzrost RKMF w osoczu mozna wywotywac nie
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tylko dozylnym wstrzyknieciem trombiny, ale rébwniez podawaniem kwa-
su e-aminokapronowego, znanego zwigzku antyfibrynolitycznego (17).
Z drugiej strony aktywacja fibrynolizy in vivo prowadzi do spadku
poziomu tych kompleksow.

Wyniki tych badan wskazujg na istnienie ciggtego, wewnatrznaczy-
niowego wykrzepiania prowadzacego do powstania RKMF. Gromadzenie
sie nadmiaru komplekséw fibryny rownowazne jest, w mys$l naszych
obserwacji, skutecznie dziatajagcym ukladem fibrynolitycznym, rozkta-
dajacym RKMF na produkty o odmiennych wilasnosciach. Potwierdze-
niem istnienia pewnej rownowagi miedzy wewngtrznaczyniowym wy-
krzepianiem a fibrynolizg jest obecno$¢ w osoczu zdrowych ludzi i zwie-
rzat czynnika powodujgcego zlepianie gronkowcow (14). Nagromadzenie
RKMF w krgzacej krwi u krdlikéw po podaniu endotoksyny bakteryjnej
jest rowniez wynikiem zahamowania fibrynolizy, co jest charakterystycz-
ne dla pierwszej fazy uogélnionego fenomenu Schwartzmana (17).

Rozpuszczalne kompleksy monomeréw fibryny moga odgrywaé istotna
role w mechanizmach hemostazy ciggtej i lokalnej. W przypadku lokal-
nego uszkodzenia $ciany naczyniowej zachodzi agregacja ptytek przez
odstoniety kolagen i wydzielenie czynnika ptytkowego 4. Czynnik ten
wywotujac natychmiastowa parakoagulacje monomeréw fibryny znajdu-
jacych sie w otoczeniu ptytek prowadzitby do wytworzenia pierwotnego
czopu hemostatycznego bez koniecznosci aktywacji catego uktadu krzep-
niecia. Czynnik ptytkowy 4 moze réwniez, na zasadzie reakcji parakoagu-
lacji, utatwiac przyleganie ptytek krwi do widkien fibryny wytworzonych
juz w procesie enzymatycznego dziatania trombiny na fibrynogen.

Reasumujac nalezy podkresli¢ niezwyktg réznorodnos¢ form rozpusz-
czalnych kompleksow monomeréw fibryny, jakie powstajg z jednego
prekursora fibrynogenu, pod wilywem dziatania trombiny i plazminy.
Jezeli uwzgledni¢ dziatanie FSF to r6znorodnos$é ta jeszcze sie zwieksza.
Jest prawdopodobne, ze niektdre z takich niewykrzepialnych trombing
kompleksow, ktore nalezg do biatek o ciezarze wiekszym niz 340 000, moga
reprezentowaé pewne makroglobulinowe frakcje surowicy (12).
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JAN PROKOPOWICZ*

Aspekty biochemiczne niektérych funkcji leukocytéw
Biochemical Aspects of Some Granulocyte Functions

The role of the enzymes of granulocyte in the phagocytosis, kinin formation and
destruction, vascular permeability, hemostasis, thrombolysis and fibrin digestion has
been presented.

Wsrdd krwinek biatych wyr6zniamy trzy grupy komdrek: granulocyty,
limfocyty i monocyty. Badania cytofizjologiczne z zastosowaniem mi-
kroskopu elektronowego i fazowo-konrastowego pozwolity wyroznié
w leukocytach nastepujace cytoplazmatyczne struktury (102): 1) ziar-
nisto$ci specyficzne (lizosomy), 2) mitochondria, 3) centrosomy, 4) sia-
teczke endoplazmatyczng, 5) wodniczki, 6) jadra, 7) rybosomy, 8) aparat
siateczkowy Golgiego. Leukocyt peini wiele rdznorodnych funkcji.
Dobrze znana jest podstawowa rola leukocytdw w mechanizmach odpor-
nosciowych wustroju i w fagocytozie. Ponadto leukocyty sg miejscem
powstawania kinin, majagcych roznorakie dziatanie biologiczne oraz sub-
stancji powodujgcych wzrost przepuszczalnosci naczyn. Leukocyty od-
grywaja réwniez wazng role w trombolizie i hemostazie.

Leukocyty wykazuja wysoka aktywnosé metaboliczng. Enzymy akty-
wujace aminokwasy i warunkujgce synteze biatka sg w leukocytach
w znacznie wiekszym stezeniu niz w erytrocytach (48). Leukocyty okoto
100—1000-krotnie szybciej wbudowujg 14C-octan do lipidow niz erytro-
cyty (12,50). W leukocytach, w ktdrych znaleziono specyficzne elementy
uktadu cytochromowego, zachodzg intensywne procesy oddechowe (17).
Majg one tez enzymy warunkujgce przebieg glikolizy tlenowej i beztle-
nowej (6, 7, 8, 99), oraz cyklu pentozowego. Ponadto w leukocytach
stwierdzono aktywno$¢ ,esteraz” i lipaz (10,41), arginazy (92), RN-azy
i DN-azy (3, 21), kwasnej i zasadowej fosfatazy (9), katalazy, peroksydazy
(103, 104) i licznych dehydrogenaz, na przyktad izocytrynianowej (1), jabt-
czanowej (76).

Wiasnosci proteolityczne leukocytéw opisato wielu badaczy (3, 27, 39,
69). Weiss i Czarnetzky (105) przypuszczali, ze leukocyty wielo-

* Dr med., Zaktad Chemii Fizjologicznej Akademii Medycznej w Biatymstoku.



384 J. PROKOPOWICZ 2

jadrzaste zawierajg pepsyne, katepsyne i trypsyne, ktérej obecnosci za-
przeczaja jednak inni autorzy (70). W roku 1960 Mounter i Atiyeh
(65) wykazali, ze leukocyty cztowieka zawierajg proteazy, dziatajgce
w pH 3,0; 6,0 i 8,0. Badacze ci postulujg, ze proteaza zasadowa pochodzi
z leukocytéw wielojadrzastych. Z moich badan wynika, ze zar6wno pro-
teaza kwasna, jak i zasadowa jest przede wszystkim zlokalizowana
w ziarnistosciach specyficznych granulocytéw (71). Pierwsza informacja
o fibrynolitycznych wtasnosciach leukocytéw pochodzi z 1904 roku od
Rulot (81), ktory stwierdzit, ze rozpuszczanie fibryny byto znacznie
przy$pieszone, jezeli znajdowaly sie w niej leukocyty. Wielu badaczy
potwierdzito nie tylko wtasnosci fibrynolityczne (15, 16, 52) tych ko-
morek, ale rowniez wykazato obecnos¢ w nich proenzymu o charakterze
plazminogenu (16, 71), proaktywatora (88) i aktywatora plazminogenu
(52, 71). Barnhart i Riddle (5) zlokalizowaty plazminogen w ziar-
nistosciach specyficznych leukocytéw kwasochtonnych. W naszej pra-
cowni stwierdziliSmy, ze plazminogen znajduje sie we wszystkich posta-
ciach granulocytéw ludzkich, a jego aktywno$¢ zalezy od stopnia doj-
rzatosci komérek (75). Jest on rozmieszczony réwnomiernie w poszcze-
golnych podfrakcjach komorkowych granulocytéw (71). Dalsze badania
wykazaty, ze leukocyt zawiera plazminogen w dwukrotnie wiekszym
stezeniu w poréwnaniu z osoczem, jednakze aktywno$¢ tego enzymu jest
zamaskowana dzieki obecnosci poteznego inhibitora aktywacji. Opra-
cowano takze metode otrzymywania wysoko oczyszczonych preparatéow
plazminogenu granulocytarnego (72). Poréwnanie ich wtasnosci z prepa-
ratem z osocza pozwala przypuszczaé, ze oba proenzymy moga byé iden-
tyczne (73). Poniewaz pewne dane doSwiadczalne wskazujg, ze plazmino-
gen jest syntetyzowany w granulocytach (74), wysunieto przypuszczenie,
ze mogg one byc¢ zrédtem plazminogenu osoczowego.

W leukocytach stwierdzono réwniez obecno$é antyurokinazy (71, 93)
antystreptokinazy i antyplazminy (71).

1. Fagocytoza

Mimo wieloletnich badan, zapoczagtkowanych w 1882 roku przez
Miecznikowa (64), doktadny mechanizm fagocytozy nie jest pozna-
ny. Wyréznia sie dwa mechanizmy fagocytozy (11): .zalezy od opsonin
znajdujacych sie w surowicy i niezalezny od opsonin.

Interakcje pomiedzy komérka fagocytujaca i fagocytowg czasteczka
dzielimy na dwie fazy: | — wchionigecie czasteczki, Il — zniszczenie cza-
steczki. Obserwacje morfologiczne procesu fagocytozy i fagocytéw po-
zwalajg na wyodrebnienie dwu zjawisk:

1) wedréwki komérki fagocytujgcej w kierunku czgsteczki majgcej ulec
fagocytozie;
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2) adhezji tej czasteczki do Sciany fagocytu oraz wysuniecia wypustek
protoplazmatycznych i wchioniecia czasteczki do wnetrza fagocytu.
Na procesy te wptywajg nastepujace czynniki fizyczne — napiecie

powierzchniowe, sity elektrostatyczne; chemiczne — hemotaksja; immu-

nologiczne — opsonizacja. Doktadny mechanizm dziatania tych czynnikéw
nie jest poznany.

W fazie wchianiania czasteczki przez leukocyt zwieksza sie oddychanie
(85), wzrasta glikoliza o 20°/0 (30), jak rowniez synteza lipidow (54).
Uzyskana energia jest niezbedna do wchianiania bakterii i innych czga-
steczek. Karnovsky (53) obliczyt, ze do wchioniecia czasteczki
0 objetosci 1X10-10 i leukocyt zuzywa 1X109 czasteczek ATP.

Druga faza fagocytozy polega zasadniczo na strawieniu wchionie-
tej czasteczki. Podstawowg role w tym procesie speiniajg ziarnistosSci
specyficzne leukocytow (45). Liczni badacze (21, 23) wykazali, ze te
struktury cytoplazmatyczne odpowiadajg lizosomom komdrkowym. Znaj-
dujg sie w nich liczne enzymy (21, 22, 23, 26, 46, 68) miedzy innymi
katepsyny, proteazy, fagocytyna, lizozym i rybonukleaza.

Wielu badaczy wykazato, ze w czasie fagocytozy lizosomy zlewajg sie
z trawigcym materiatem w obrebie wodniczki trawigcej (66, 98), co
prowadzi do degranulacji leukocytéw (98). Zawarto$é enzymatyczna lizo-
somow moze byé roéwniez wyrzucana do wakuoli trawigcej (20, 21).
Proces ten mozna obserwowa¢ od poczatku fagocytozy (20, 21). Wedtug
de Duve (22) trawienie fagocytowanej czasteczki moze by¢ zapoczat-
kowane przez proteazy zasadowe, a nastepnie w wyniku szeregu zmian
metabolicznych i zakwaszenia $rodowiska mozliwe jest dziatanie kwa-
$nych proteaz i katepsyn.

Znany jest fakt, ze w czasie fagocytozy wzrasta wytwarzanie kwasu
mlekowego (84, 87) co warunkuje bardzo znaczne obnizenie pH do okoto
3—5 w wodniczce trawigcej (80, 89). W tych warunkach fatwo pekaja
ziarnistos$ci specyficzne i uwalniajg sie enzymy, a miedzy innymi DN-aza
(84), ktéra moze powodowal przynajmniej czeSciowa depolimeryzacje
jadrowego DNA. Obok niszczacego dziatania enzymow proteolitycznych
Sbarra (83) sugeruje, ze HD 2moze mie¢ udziat w niszczeniu sfagocy-
towanych bakterii. Moze ona powstawaé przez utlenianie zred. NADP,
ktorego ilos¢ dos¢ znacznie wzrasta w zwigzku ze zwiekszong aktywnoscig
oddechowg leukocytéw w czasie fagocytozy.

Rola enzyméw proteolitycznych w procesie fagocytozy nie jest do-
tychczas wyjasniona. W badaniach naszych (74) wykazaliSmy, ze 10-
krotne zmniejszenie aktywnos$ci zasadowej proteazy nie wptywa w sposob
znamienny na indeks fagocytozy. Mozna przypuszcza¢, ze w warunkach
prawidtowych istnieje znaczny nadmiar enzyméw w stosunku do potrzeb
komérki w procesie fagocytozy. Stwierdzono (74), ze spadek aktywnosci
niektdrych enzymow fibrynolitycznych, na przykad plazminogenu, prawie
do wartosci zerowych, nie wptywa na indeks fagocytozy.
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Nieznana jest rowniez rola mechanizmu krzepniecia w procesach
fagocytozy. Lockwood i Allison (60) znalezli na zewngtrz fago-
cytujacych leukocytéw nie zidentyfikowany materiat, ktdry mégt byé
czeSciowo spolimeryzowang formg fibryny. Brak jest jednak bezpos$red-
niego dowodu wptywu mechanizmu krzepniecia na zlepianie sie leuko-
cytéw.

2. Tworzenie i niszczenie kinin

Dos$¢ wazng funkcje spetniaja leukocyty w tworzeniu i niszczeniu
kinin. Wielu autoréw stwierdzito, ze leukocyty sg zdolne do tworzenia
kinin (19, 37, 63). Dalsze badania wykazatly, ze proces ten moze byé
uzalezniony od proteaz lub katepsyn znajdujacych sie w lizosomach
leukocytdw w obecnosci odpowiednich substratow (108). Tworzenie kinin
moze zachodzi¢ tylko przy zachowanej biosyntezie biatka i RNA oraz przy
prawidtowym cyklu glikolitycznym (63). Fluorek sodu, puromycyna
i aktynomycyna hamujg cze$ciowo wytwarzanie kinin przez granulocyty
(63). Proces ten jest prawie catkowicie hamowany przez kortizol, za$
znacznie stabiej przez dezoksykortykosteron i progesteron w poréwny-
walnych stezeniach (19, 63). Interesujgcy wydaje sie fakt, ze w osoczu
pacjentéw otrzymujacych prednizon granulocyty uwalniaty znacznie
mniej kinin niz w osoczu os6b zdrowych (19). Wysunieto hipoteze, ze
przeciwzapalny efekt adrenokortikosteroidow moze by¢é uwarunkowany
hamowaniem uwalniania kinin z osocza (19). Dalsze badania wykazaty,
ze enzymy wspoétdziatajgce w syntezie kinin znajdujg sie w osadzie lub
supernatancie podfrakcji granulocytéw uzyskanych po wirowaniu przy
8200 g, przy czym optymalng aktywno$¢ tych enzyméw znaleziono
przy pH 3,0—5,0 (38).

Leukocyty obok zdolnosci do syntezy kinin posiadajg rowniez mozli-
wos$C¢ ich niszczenia. Kininazy w leukocytach wykryt po raz pierwszy
Schwab (86) w 1962 roku. Fakt ten potwierdzito nastepnie wielu
badaczy (37, 38, 63, 109). Wedtug Erdo6s i wsp. (28, 29) kininazy
nalezag do karboksypeptydaz. Aktywnos$é tych enzymdw, podobnie jak
enzymoOw syntetyzujacych kininy, znajduje sie w supernatancie granu-
locytow uzyskanym po wirowaniu przy 8200 g (38). Kininaza z gra-
nulocytow wykazuje optimum dziatania przy pH 7,0—7,4 (63), zmiana
pH nawet do 6,0 tylko nieznacznie zmniejsza jej aktywno$¢ (109).
Puromycyna i kortizol nie wptywajg na aktywno$¢ kininazy, za$ fluorek
sodu tylko czesciowo jg haimuje (63). Pod wieloma wzgledami kininaza
granulocytarna rdézni sie od kininazy osoczowej. Stwierdzono, ze inhi-
bitory kininazy osoczowej (EDETA i kwas e-aminokapronowy) nie majg
wptywu na kininaze granulocytarng (109). Enzymowi temu przypisuje sie
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do$¢ wazng role w degradacji kinin w tkankach w stanie zapalnym, bo-
wiem moze on dziata¢ w Srodowisku o obnizonym pH (109), podczas
gdy kininaza osoczowa jest bardzo wrazliwa na obnizanie sie pH (24).

3. Przepuszczalnos¢ naczyn

Na przepuszczalno$¢ naczyn oprécz kinin dziata réwniez specyficzny
czynnik zawarty w leukocytach. Podanie ziarnisto$ci specyficznych leuko-
cytdw do skéry zdrowych zwierzat powoduje wzrost przepuszczalnosci
naczyn (34, 35, 67, 96). Czynnik powodujacy te reakcje jest biatkiem
zasadowym lub polipeptydem (110). Golub i Spitznagel (34) oraz
Hayashi i wsp. (43) scharakteryzowali go nieco doktadniej. Czynnik
ten rozni sie od histaminy, serotoniny i innych znanych mediatoréw
powodujgcych wzrost przepuszczalnosci naczyn. Nie przechodzi on przez
btony pétprzepuszczalne i jest niewrazliwy na leki antyhistaminowe oraz
nie powoduje skurczu izolowanych miesni gtadkich. Czynnik ten mozna
otrzymac in vitro w wyniku inkubacji leukocytow z kompleksami anty-
gen-przeciwciato (67). Inhibitory proteaz haimujg czeSciowo te reakcje
(14). Wielu badaczy sugeruje, ze uszkodzenie naczyn i tkanek jest przy-
najmniej czeSciowo zwigzane z uwolnieniem enzymoéw lizosomowych
(proteaz) z leukocytow (96, 97, 98). Proteazy te moga dziataé na biatka
i uwalnia¢ polipeptydy czynne biologicznie (68), a wiec i omawiany
czynnik.

Wstrzykniecie zwierzetom kortizonu znacznie zwieksza wptyw poda-
nia lizosomow leukocytarnych na przepuszczalno$¢ naczyn (47), co zwia-
zane jest prawdopodobnie ze stabilizujgcym wptywem kortizonu na btony
lizosoméw.

4, Hemostaza

Leukocyty odgrywaja rdwniez pewng role w procesach hemostazy. Od
wielu lat znany jest fakt, ze leukocyty biorg udziat w krzepnieciu krwi
(13, 32). Wielu autoréw (25, 58) wykazato, ze leukocyty majg aktywnos¢
tromboplastyczng. Aktywno$¢ ta wykazuje szereg wiasnosci czynnika
ptytkowego 3 (58). Z obserwacji klinicznych wynika, ze w warunkach
szybkiego rozpadu leukocytéw moze dojs¢ do wzmozonego wewnatrzna-
czyniowego krzepniecia (15).

Leukocyty wykazujg réwniez aktywno$¢ antyheparynowga. Wyciagi
z leukocytow w warunkach doswiadczalnych zmniejszajg antylipemiczny
wptyw heparyny we krwi (31) oraz zmniejszajg in vitro wrazliwo$é osocza
na heparyne w badaniu testem tolerancji heparyny (59). Wzrost liczby
leukocytéw po podaniu heparyny (51) mogtby przemawiac¢ za rolg tych
komorek w mechanizmie wigzania i eliminacji heparyny w ustroju.

4 Postepy Biochemii



388 J. PROKOPOWICZ [6]

Od wielu lat znane sg takze wtasnosci antytrombinowe leukocytow
(36, 61). Czynnik warunkujacy te aktywnos$¢ jest biatkiem pochodzacym
z granulocytow, interferujgcym z fosfolipidami w reakcji tworzenia
tromboplastyny osoczowej (82), w ktorej biorg udziat czynniki V, X
i jony Ca2+.

Badania w mikroskopie elektronowym (33) wykazaly, ze leukocyty
wchodzg w sktad czopu hemostatycznego.

Leukocyty mogg warunkowac wystgpienie zaburzen w procesie hemo-
stazy w réznych reakcjach patologicznych ustroju, do ktoérych nalezy
przede wszystkim uog6lniony fenomen Shwartzmana powstajacy w wyni-
ku dwukrotnego wstrzykniecia dozylnego endotoksyny, w odstepie 24
godzin. W ustroju powstajg wowczas w wielu narzadach liczne zmiany
krwotoczne i martwicze, a przede wszystkim obustronna martwica kory
nerek. Obserwuje sie przy tym wenatrznaczyniowa aglutynacje leuko-
cytdw, zakrzepy, pojawienie sie fibrynogenu strgcanego heparyng oraz
obnizong aktywnos$¢ fibrynolityczng osocza. Zmiany te okresla sie ogélnie
jako koagulopatie ze zuzycia (57, 62, 79). Wielu badaczy uwaza, ze obec-
no$¢ leukocytow warunkuje powstawanie fenomenu Shwartzmana (90,
91); u zwierzat neutropenicznych nie udaje sie wywotac tej reakcji (90, 91).
Uwolnienie katepsyn i proteaz z lizosomow leukocytéw do tkanek lub ich
aktywacja ma decydujacy udziat w mechanizmie miejscowej reakcji
Shwartzmana (42, 94, 95). Dowodem potwierdzajacym role proteaz w tej
reakcji jest jej hamowanie przez inhibitory proteaz (14, 40).

5. Tromboliza

Leukocyty odgrywaja réwniez powazng role w trombolizie. We lch
(106) w 1887 roku zwrocit uwage na obecno$¢ leukocytow w zakrze-
pach. Znaczenie tych komérek w trombolizie podkresla wielu badaczy
(4, 44, 49). Henri (44) wykazat, ze liczba leukocytow narasta wraz
z wiekiem zakrzepu, ich obecnos$¢ nie jest wiec przypadkowa. Najwieksza
liczbe leukocytdw stwierdzono w 13 godzin od chwili powstania zakrzepu;
zawierat on wtedy okoto 11— 14-krotnie wiecej leukocytéw niz krew. Licz-
ba leukocytow nie zwieksza sie w zakrzepach powstajgcych w zamknie-
tych odcinkach naczyn (2, 107) lub w zakrzepach wytwarzanych metoda
Chandlera (18). Z badan Riddle i Barnhardt (78) wynika, ze
obecnos¢ fibryny w zakrzepie moze ,przycigga¢” leukocyty obojetno-
chtonne.

Mozna rozwazaé trzy mechanizmy, za pomocg ktérych leukocyty roz-
puszczajg zakrzepy (4):

1) Whnikajagc do zakrzepu leukocyty mogag w sposéb mechaniczny nisz-
czy¢ jego strukture, a przeptywajaca krew moze odrywaé czesci za-
krzepu.
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2) Strukture zakrzepu mogg ostabi¢ neutrofile wchianiajgc i trawigc
fibryne.

3) Smier¢ komorki, albo uwolnienie zawarto$ci lizosomu, dostarcza
licznych enzymdw proteolitycznych (65, 71) i fibrynolitycznych (16, 71,
88). Istnieje réwniez mozliwosé, ze katepsyna obecna w leukocytach akty-
wuje plazminogen do plazminy (56) co jeszcze dodatkowo powiekszatoby
zawarto$¢ enzymow fibrynolitycznych.

Badania w mikroskopie elektronowym pozwolity przesledzi¢ proces
fagocytozy fibryny przez leukocyty (78). Trawienie fibryny przez neutro-
file moze przebiega¢ w dwojaki sposéb:

1) wewnatrzkomdérkowo — ziarnisto$ci specyficzne tych komoérek dostar-
czajg enzymoéw do wodniczki trawigcej, zawierajgcej fibryne za czym
przemawiataby obecnos$¢ ziarnistosci swoistych obok wodniczki i przy-
leganie ich bezposrednio do btony fagosomu;

2) pozakomdrkowo — stwierdzono, ze leukocyty moga uwalniaé pozako-
morkowo ziarnistosci (77, 78).

Mechanizm wchtaniania i trawienia fibryny przedstawia sie nastepu-
jaco (78): neutrofil wysuwa wypustki protoplazmatyczne i pochtania fi-
bryne, ktéra ulega wielu przeksztatceniom. W wodniczkach trawigcych
neutrofilu znajduje sie wiec fibryna we wszystkich etapach trawienia.
W pierwszym etapie tworzg sie z fibryny masy ziarniste o umiarkowanej
gestosci. W miare dalszego trawienia struktura fibryny staje sig bardzo
luzna i w koncu zanika.

Na wazng role leukocytdw w rozpuszczaniu zakrzepéw wskazuja ba-
dania przeprowadzone zar6wno na zwierzetach, jak i u ludzi. Stwierdzono,
ze podanie psom trombiny (4) wywotywato 2—5-krotny wzrost liczby
leukocytow, a szczegdlnie form o jadrze pateczkowatym (13-krotny
wzrost). Komarki te byty ,,natadowane” fibryng. U pacjentow z zawatem
serca i zakrzepami naczyn mozgowych leukocyty wykazywaly szczegdlnie
duza aktywno$¢ w fagocytowaniu fibryny, fibrynogenu lub produktéw ich
rozpadu (4).

Trawienie fibryny nie jest wytaczng domena leukocytow. Duzg role
w tym procesie odgrywajg komorki uktadu siateczkowosrédbtonkowego
watroby i $ledziony (55). Inni badacze (100, 101) zwracajg uwage, ze te
wiasnosci maja rowniez komorki srédbtonka i wiosniczek kiebkdw ner-
kowych.
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Regulacja biosyntezy hemoglobiny
Control of Haemoglobin Biosynthesis

Recent concepts on regulatory mechnisms controllingl the biosynthesis of
g'lobin and haem as well as coordination of both processes are reviewed.

Problemy regulacji biosyntezy biatek znajduja sie w centrum zain-
teresowania wspotczesnej biochemii. Hemoglobina nalezy do tych biatek,
ktérych regulacja biosyntezy jest szczeg6lnie intensywnie badana. Skiada
sie na to szereg przyczyn: struktura hemoglobiny jest dobrze znana,
hemoglobing tatwo otrzymaé w stanie stosunkowo czystym w duzej
ilosci, stanowi ona okoto 95°/0 biatka syntetyzowanego w retikulocytach
in vitro, mozna réwniez bada¢ jej synteze w uktadach bezkomérkowych.
Dodatkowym elementem wptywajacym na zainteresowanie syntezg he-
moglobiny jest fakt, ze jest to biatko ztozone, co stwarza mozliwo$¢
badania wzajemnej zaleznosci pomiedzy biosynteza grupy prostetycznej
(hem) i biatkowej (globina).

Cze$¢ biatkowa hemoglobiny skiada sie z dwoch par dwoch réznych
tancuchow globinowych. Kazdy z tafcuchdéw zwigzany jest z czasteczka
hemu. Istnieje kilka rodzajow hemoglobin prawidtowych i wiele patolo-
gicznych. Hem jest identyczny we wszystkich hemoglobinach, natomiast
réznig sie one miedzy sobag czescia globinowa.

I. Regulacja syntezy globiny

1. Hemoglobiny prawidtowe

W hemoglobinach ludzkich wystepujg tanicuchy peptydowe pieciu
rodzajéw: a, P, Y, Sie. tancuch a jest zbudowany z 141 aminokwasow,
za$ tancuchy p, y i 8 z 146. Znana jest sekwencja aminokwasow w }an-

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu BadahA Jadrowych,
W arszawa

Wykaz stosowanych skrotéw: ALA — kwas 8-aminolewulinowy, PBG — porfo-
bilinogen
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cuchach a (13, 58), @ (13, 34) i y (90). Wiele odcinkéw tych tancuchdéw
ma identyczng strukture pierwszorzedowag, dlatego nazywa sie je niekiedy
tancuchami homologicznymi (12). Stopien homologii miedzy poszcze-
gélnymi rodzajami tancuchow jest rozmaity. Miedzy tanicuchem a iy
istnieje 80 rdznic, miedzy @i y— 39 réznic a miedzy P i 5— 10 rbéznic
(11). U ludzi wystepuja cztery hemoglobiny prawidtowe:

Hemoglobina embrionalna, czyli prehemoglobina, ktéra znajduje sie
w ptodach ludzkich w wieku do 10 tygodni (47). Sktadajg sie na nig
prawdopodobnie dwie frakcje: hemoglobina Gower | (s4?) i Gower Il
2(aZe2.

Hemoglobina F, czyli ptodowa (a2y2 jest gtéwng frakcjg hemoglobinowg
we krwi ptodu. Zawartos¢ Hb ptodowej zmniejsza sie od 32 tygodnia
cigzy z szybkoscig 2,5—4% w ciggu tygodnia (23). U noworodkow jej
zawarto$¢ waha sie w granicach 70—80%. W ciagu pierwszego roku
zycia pozaptodowego spada do paru procent (55). Metodami immunofluo-
rescencyjnymi wykryto HbF w 5% erytrocytéw u osobnikéw dorostych
(45, 93).

Hemoglobina A (a2®) pojawia sie prawdopodobnie w krwinkach czerwo-
nych ptodu trzynastotygodniowego (101). Zawarto$¢ jej stopniowo zwiek-
sza sie i u osobnikéw dorostych dochodzi do 97°/0 (107).

Hemoglobina A2 (a%2 fpakcjg, ktora we krwi ludzi dorostych sta-
nowi 2,5°/0 catkowitej ilosci hemoglobiny (62). U ptodéw pojawia sie
jednoczes$nie z hemoglobing A (61).

2. Hemoglobiny nieprawidtowe

W 1949 roku Pauling i wsp. opisali (83) pierwsza hemoglobine
patologiczng (HbS) wystepujagca w anemii sierpowatej. Od tego czasu
u chorych z zespotami hemolitycznymi oraz w wyrywkowych badaniach
populacyjnych wykryto wiele hemoglobin nieprawidtowych. Poczatkowo
oznaczano je kolejnymi literami alfabetu, a po ich wyczerpaniu — nazwa-
mi miejscowos$ci, w ktdrych hemoglobiny te wykryto (2).

Hemoglobiny nieprawidtowe majg zmienione fancuchy a, G y lub 8.
NajczeSciej zmiany te polegajg na zastgpieniu aminokwasu znajdujacego
sie w okreslonej pozycji normalnego tafcucha przez inny aminokwas, np.
H b Rradom 063Tyr (79). w hemoglobinach Lepore oprocz prawidtowych
tancuchéw a wystepujg tafcuchy mieszane ztozone z czeSci dwédch roz-
nych taricuchéw normalnych: od korica aminowego z odcinka o sekwencji
aminokwasow tancucha $, natomiast od kornca karboksylowego — z od-
cinka tahAcucha P (67). Opisano hemoglobiny nieprawidtowe, w ktérych
tancuchach brak jest jednej lub kilku reszt aminokwasowych (b o un Hiii)
(9), Hbpreiburg (54). Umiejscowienie zmian jest rézne w rozmaitych he-
moglobinach nieprawidtowych, jednak zmiana zawsze wystepuje w oby-
dwu tanicuchach danej pary (1).
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Ponadto istniejg hemoglobiny nieprawidtowe, ztozone z czterech tan-
cuchéw jednego rodzaju np. HbH () (89), Hb Barta (74) (48). Hemoglo-
biny takie powstajg gdy zablokowana jest synteza jednego z rodzajow
tancuchéw lub tancuchy te wytwarzane sg w postaci nieczynnej, nie-
zdolnej do tworzenia podjednostek.

3. Determinacja genetyczna struktury pierwszorzedowej tancuchéw globiny

Sekwencje aminokwaséw w tafAcuchach globiny wyznaczajg geny
strukturalne zajmujace pie¢ odrebnych loci. W normalnym genotypie
cztowieka istniejg po dwa geny strukturalne dla kazdego rodzaju tan-
cucha, a wiec nastepujacy ich zestaw: aAaA [3A|3A yHyF, 5A5A ele (46)
(schemat 1).

Genotyp

tancuchy
polipeptydowe

Podjednostki

Rodzaj hemoglobiny

worganizmie Hb~A Hb~A2 Hb~F Hb~Gower2 Hb~Gowerl

Schemat 1. Determinacja genetyczna hemoglobin prawidtowych cztowieka (wg
Huensa i Shootera (46))

O istnieniu genow strukturalnych $wiadczy przekazywanie z pokolenia
na pokolenie zgodnie z prawami Mendla wtasciwosci wytwarzania hemo-
globin nieprawidtowych z okreslonymi zmianami sekwencji aminokwa-
sOw (33, 46). Powstawanie takich hemoglobin warunkujg zmutowane
geny, ktore sg allelami normalnych gendéw strukturalnych. Wiekszo$¢
wykrytych mutacji gendéw strukturalnych stanowig mutacje punktowe,
powodujgce substytucje jednego z aminokwasow. Postuluje sie, ze dru-
gim mechanizmem genetycznym powstawania hemoglobin nieprawidto-
wych jest crossing-over mejotyczny. Nierowny crossing-over pomiedzy
homologicznymi genami bytby przyczyng istnienia hemoglobin maja-
cych ubytki reszt aminokwasowych (9, 54). Natomiast crossing-over
miedzy genami niehomologicznymi warunkowatby powstawanie hemo-
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globin Lepore (1). Wystepowanie tego rodzaju crossing-over bytoby
mozliwe dzieki duzemu podobieristwu genow tafcuchéw P i 8 oraz bliskie-
mu ich potozeniu na chromosomie (66).

Geny tancuchow P i 5 sg S$cisle sprzezone (8, 18, 44). PosSrednie
dane przemawiajg za istnieniem sprzezenia pomiedzy genami @oraz 8i 7
(81, 116). Natomiast geny a i @nie wykazuja takiego sprzezenia i ulegaja
niezaleznej segregacji, co moze $wiadczy¢ o tym, iz znajdujg sie one
na innych parach chromosomow (52, 92). Dotychczas nie wiadomo na
jakich chromosomach znajduja sie geny strukturalne tahcuchow glo-
binowych.

W czasie rozwoju ontogenetycznego zachodzg zmiany stanu czyn-
nosciowego gendéw strukturalnych. W celu wyjasnienia powyzszego zja-
wiska oraz niektérych problemoéw zwigzanych z iloSciowg regulacja
syntezy poszczegdlnych rodzajow tahcuchow postulowano istnienie roz-
maitych genéw regulatorowych oraz operatorowych, o czym bedzie mowa
ponizej. Dotychczas nie udato sie jednak udowodnié istnienia tych gendw.

Postuluje sie dziatanie czterech rodzajéw mechanizmow regulacyj-
nych: zapoczatkowujgcych synteze hemoglobiny, zmieniajagcych rodzaj
wytwarzanych tancuchdw globinowych, utrzymujgcych prawidtowe sto-
sunki ilosSciowe miedzy poszczegélnymi rodzajami tancuchéw oraz syn-
chronizujacych synteze hemu i globiny. Mechanizmy te zostang kolejno
omowione.

4. Zapoczatkowanie syntezy globiny

Procesy zapoczatkowania syntezy Hb badano zaréwno w komdrkach
tkanek embrionalnych, jak réwniez w niezréznicowanych komoérkach
uktadu krwiotwdérczego ustrojow dorostych.

W embrionach kurzych hemoglobina w mierzalnej ilosci pojawia sie
na etapie 6-ego somitu (69, 111). W bezbarwnych komorkach wczesniej-
szych okreséw rozwoju, przed tworzeniem sie wysepek krwiotwdrczych,
tworzg sie enzymy katalizujgce poszczegblne etapy syntezy hemu. Wedtug
Willa (113) do zapoczatkowania syntezy Hb konieczny jest w komoérce
odpowiedni poziom substratéow dla syntezy kwasu 5-aminolewulinowego
(ALA) i hemu: glicyny, CoA, fosforanu pirydoksalu, bursztynianu, zelaza.
Gromadzenie tych substratow (niektére z nich przenikajg do komorek
blastodermy z tkanki endodermalnej) nastepuje juz na etapie smugi
pierwotnej i trwa przez 6- 8 godzin. Wilt (112) wykazat, ze w okresie
smugi pierwotnej obecna jest rowniez niewielka ilo$¢ globiny. Biosyn-
teza tej globiny (réznigcej sie od globiny dorostych) ulega nastepnie
zatrzymaniu i w okresie 6-ego somitu rozpoczyna sie synteza wiasciwej
globiny. Wedlug tego autora niewielka ilo$¢ taficuchéw polipeptydowych
globiny niezbedna jest jako ,starter” do rozpoczecia syntezy Hb w okre-
sie, gdy hem jest juz syntetyzowany i nastepuje potgczenie czesci hemowej
z biatkowg. Zaréwno Wilt jak i Wainwright i Wainwright
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(98, 99, 100, 112) zwracajg uwage na ALA jako niezbedny czynnik do
zapoczatkowania syntezy Hb. Wedtug Wainwrightéw proces ten moze
sie bowiem rozpocza¢ nawet w 3 godziny po utworzeniu smugi pierwot-
nej, jezeli dostarczy sie z zewngtrz ALA.

Granick i Kappas (37) oraz Le,vere i wsp. (69, 70) stwier-
dzili, ze w bezbarwnych komérkach blastodermy zarodka kurzego przed
stadium 6-ego somitu znajdujg sie juz wszystkie enzymy szlaku biosyn-
tetycznego hemu poza kluczowym — syntetazg ALA. Gotowy jest rowniez
caty ukiad syntetyzujacy biatko, jak polirybosomy oraz mRNA dla two-
rzenia globiny. Swiadczg o tym dane Wilta (112), ktéry stwierdzit, ze
podanie puromycyny, ktdra hamuje synteze biatka na poziomie ryboso-
moéw, a wiec synteze globiny, zatrzymuje catkowicie proces syntezy Hb.
Momentem uruchamiajgcym caty mechanizm jest utworzenie mRNA dla
syntetazy ALA katalizujgcej pierwszy etap syntezy. W dosSwiadczeniach
bowiem, w ktorych hodowano komérki blastodermy, mimo obecnosci
wszystkich substratéw i uktadu polirybosoméw nie dochodzito do syntezy
Hb, jezeli do hodowli dodano aktynomycyne D w dawkach hamujacych
tworzenie mRNA. Natomiast jezeli jednocze$nie z aktynomycyng po-
dawano ALA, synteza Hb w komdrkach blastodermy rozpoczynata sie
i przebiegata prawidtowo.

Do utworzenia mRNA dla syntetazy ALA dochodzi na skutek aktywa-
cji whasSciwego genu strukturalnego. Poziom syntetazy ALA jest kontrolo-
wany przez mechanizm represorowy, lecz czynnik powodujacy derepresje
nie jest znany. Granick i wspotpracownicy wskazujg na niektére po-
chodne sterydowe jako na substancje derepresorowe. Te sterydy synte-
tyzowane sg w tkankach embrionalnych réwniez na etapie 6-ego somitu.
U osobnikow dorostych w czasie réznicowania komoérek macierzystych
uktadu krwiotworczego w kierunku erytroblastdw dziatajg wedtug
Granicka i Kappasa (37) bardziej specyficzne substancje dere-
presorowe niz w ustroju embrionalnym. Mozna przypuszczaé, ze jedng
z takich substancji jest erytropoetyna, ktérej dziatanie polega prawdo-
podobnie na zwiekszeniu syntezy RNA o cechach messengera (19, 43, 59
60, 87). Wptyw hemu na synteze globiny opisany zostanie w jednym
z dalszych rozdziatéw.

Zapoczatkowanie biosyntezy Hb pozostaje nadal zagadnieniem otwar-
tym. Jak sie wydaje, koniecznym elementem dla rozpoczecia syntezy
jest obecnos$é sladow globiny na bardzo wczesnym etapie rozwoju komérki
oraz utworzenie hemu, co moze zaj$¢ dopiero po umozliwieniu transkryp-
cji genu strukturalnego dla syntetazy ALA na skutek derepresji.

5. Zmiana rodzaju wytwarzanych tancuchéw globinowych

W czasie rozwoju ontogenetycznego nastepuje stopniowy zanik pro-
dukcji hemoglobiny embrionalnej a potem plodowej i pojawiajg sie
hemoglobiny wtasciwe dla osobnika dorostego. Oznacza to, ze w ustroju
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ustaje synteza taricuchow s iy, a rozpoczyna sie wytwarzanie tafcuchdéw
B i 5 Proces owego przetaczania (switch) syntezy jednych tafcuchéw
globinowych na synteze innych jest zjawiskiem, ktére zdaniem wielu
badaczy moze stanowi¢ dogodny model doswiadczalny badania rdzni-
cowania komérkowego. Niestety dotychczas nic nie wiadomo o czynni-
kach warunkujacych owo ,przetgczanie”, a jego mechanizm jest przed-
miotem dociekan teoretycznych.

Postuluje sie, ze ,przetaczanie” zachodzi na poziomie genowym i po-
lega na aktywacji lub derepresji genéw strukturalnych. Zaproponowano
szereg modeli regulacji genetycznej syntezy taricuchéw globiny, z kto-
rych jeden, opracowany przez Zuckerkandla (116) przedstawiono
na schemacie 2.

OEe/_(‘on 1 N ¢ (pgron 2

Schemat 2. Model regulacji syntezy taricuchéw globinowych
0 — operator; RG — gen regulatorowy; R — czasteczka represora, ktérej synteze reguluje RG:
1 — induktor; 5 @3 y — geny strukturalne fancuchéw globinowych; X — nieznany gen struk-
turalny; F.F.H. — miejsce mutacji powodujacej dziedziczne przetrwanie hemoglobiny ptodo-
wej; Th — miejsce, w ktérym prawdopodobnie wystepuja mutacje (3-talassemii. (Wg Zuc -
kerkandla (116))

Geny strukturalne tancuchow P i 5 wespdt z operatorem Oi oraz genem
regulatorowym RG2tworza operon 1. Czynnos$¢ catego operonu 1 kontro-
lowana jest przez gen regulatorowy RG2za posrednictwem represora Rx
Represor Ri dziatajgc na operator ox zapobiega syntezie mRNA dla tancu-
chow @i 5 oraz represora R2 Represor R2jest produktem genu regulatoro-
wego RG2 Miejscem dziatania represora R2 jest gen operatorowy 02
ktdory wraz z genem strukturalnym tafcucha y wchodzi w sktad operonu
2. JeSli nie ma represora R2 to na genie tancucha y powstaje swoisty
mRNA. Na okreslonym etapie rozwoju ontogenetycznego pojawia sie
induktor 11 ktéry tgczac sie z represorem Rx uniemozliwia jego dziata-
nie na operator o Powoduje to ,wilgczenie” operonu 1 i ,wylgczenie”
operonu 2. Model dopuszcza mozliwo$é réznego stopnia aktywnos$ci ope-
ronu 2 w warunkach, kiedy wigczony jest operon 1. Stan czynno$ciowy
operonu 2 miathby bowiem zaleze¢ od stezenia induktora 12 ktéry tgczac
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sie zrepresorem R2powodowatby jego unieczynnienie. Tak wiec powyzszy
model ttumaczytby zaréwno przejscie od produkcji HbF do wytwarzania
HbA i HbA2 jak i mozliwo$¢ aktywacji genu tahAcucha y u osobnikow
dorostych, zwitaszcza w stanach wzmozonej syntezy Hb, na przyktad
w anemiach z zywg odnowg erytroblastyczng.

W populacjach ludnosci murzynskiej wykryto dziedziczng anomalie
polegajaca na wytwarzaniu HbF u osobnikéw dorostych (25). Jest to wiec
zaburzenie mechanizmu przetaczania syntezy hemoglobiny z HbF na
synteze hemoglobiny typu dorostych HbA i HbA2 Anomalia dziedziczona
jest jako gen autosomalny sprzezony z genami tancuchéw P i 8 (2, 22).
Osobnicy dorosli, heterozygoty w zakresie tej anomalii, majg okoto 25%
hemoglobiny ptodowej rownomiernie rozmieszczonej w erytrocytach
i zmniejszong nieco zawarto$¢ HbA i HbA2 W jednym opisanym dotych-
czas przypadku homozygoty, zdrowego chtopca, hemoglobina ptodowa
stanowita 100% (110). U podwdjnych heterozygot w zakresie genu warun-
kujacego powyzszg anomalie oraz genu |S lub @C powstajg normalne ilosci
HbS lub HbC, lecz nie ma HbA (22). Natomiast u homozygoty z anomalig
przetrwania HbF nie zachodzi synteza tancuchéw i 8. Fakty powyzsze
przemawiajg za tym, iz gen na anomalie przetrwania hemoglobiny pto-
dowej wywotuje supresje gendw strukturalnych @i 8 w pozycji cis,
a nie ma na nie wptywu w pozycji trans (2). Wystepuje tu podobienistwo
do efektébw mutacji negatywnej genu operatorowego u bakterii (53). Na
tej podstawie mozna przypuszcza¢, ze anomalia przetrwania HbF jest
wynikiem mutacji negatywnej genu operatorowego O (116). Istnieje jed-
nak mozliwos¢, ze jej przyczyng jest delecja genow @i 8 (107).

6. Utrzymywanie prawidtowego stosunku iloSciowego pomiedzy faricuchamia i 3

W warunkach prawidtowych utrzymywany jest staty stosunek ilos-
ciowy pomiedzy poszczeg6lnymi tancuchami Hb. Mechanizmu regulujace-
go stato$¢ tego stosunku dotychczas nie wyjasniono. Omoéwimy tutaj dwa
gtowne poglady na jego istote.

11ano (51) wysunat hipoteze, wedtug ktdrej gen strukturalny okre-
$la nie tylko strukture pierwszorzedowg danego tafncucha, lecz réwniez
szybko$¢ jego syntezy. Hipoteze te rozwinieto na podstawie danych
o wzglednych szybkos$ciach syntezy tancuchow PAi fjs. Na ogot w krwin-
kach znajduje sie mniej hemoglobiny nieprawidtowej niz HbA. Ozna-
cza to, ze szybko$¢ syntezy tahAcucha prawidtowego jest wieksza niz
szybkos$¢ syntezy tancucha zmienionego. Przyczyng tego jest zapewne
fakt, iz w przebiegu ewolucji geny kontrolujagce szybko$¢ syntezy osiag-
nety taki stan, ze szansa wystgpienia mutacji powodujgcej zwiekszanie
produkcji danego tancucha globinowego jest niezmiernie mata. Mutacje
wywotlujgce znaczne zaburzenia rownowagi miedzy iloscia wytworzo-
nych tancuchéw a i P prowadza do ciezkiej anemii hemolitycznej, sa



400 A. MAZANOWSKA | WSP. [8]

wiec eliminowane w procesie ewolucji. ltano postuluje, iz rownomierna
synteza tancuchow a i £ jest wynikiem ewolucji odpowiednich gendéw
strukturalnych, ktéra doprowadzita do uzyskania jednakowej lub prawie
jednakowej zdolnosci kontrolowania szybkosci syntezy tancuchow glo-
binowych. Umiarkowane zaburzenia réwnowagi bylyby usuwane przez
destrukcje zbednych tancuchéw. Kontrola szybkosci syntezy tahcuchow
przez geny strukturalne moze zachodzi¢ badz w czasie syntezy mRNA,
badz w toku syntezy samych tancuchoéw peptydowych. Te druga mozli-
wos$¢ uwaza Itano za bardziej prawdopodobng. Wigze jg z istnieniem
na mMRNA punktow, w ktérych szybkos$¢ syntezy tancuchéw jest naj-
mniejsza. Najdiuzej trwajacy etap syntezy ftancuchéw okreslatby szyb-
ko$¢ uwalniania tanicuchow peptydowych z mRNA.

W roku 1966 Colombo i Baglioni (20) przedstawili koncepcje
kontroli biosyntezy tancuchow a przez biosynteze tafcuchéw P, wedtug
ktérej tancuchy a pozostawatyby przyczepione do polirybosomu tak* dtu-
go, dopéki nie zostataby ukonczona synteza taficuchéw G Po oderwaniu
od polirybosomu tancuchy P tgczytyby sie z taincuchami a w dimery,
a nastepnie tetramery a2 Wyniki prac Shaeffera (91) oraz B a-
glioni’ego i Campana’y(3) powaznie podwazyty te mozliwosé.
Okazato sie bowiem, ze w komorce istniejg niewielkie iloSci rozpuszczal-
nych tancuchow podczas syntezy tancuchéw P na polirybosomie. Baglioni
i Campana przypuszczaja wiec, ze wolne tancuchy a sa zwigzkami po-
$rednimi w syntezie Hb. taczg sie one z przyczepionym do polirybosomu
tancuchem w momencie, gdy ma on juz dtugo$¢ co najmniej 120 amino-
kwaséw. Po utworzeniu kompleksu: tancuch a-taficuch (5-polirybosom
dobiega konca synteza tancucha Pi powstaty dimer ab odtgcza sie od poli-
rybosomu. Potgczenie dwoch takich dimerow stanowi¢ ma ostatni etap
syntezy czasteczki globiny. Wolnych tancuchéw P nie udato sie wykry¢
w lizacie retikulocytow ludzi zdrowych, co potwierdzatoby koncepcje,
ze uwalniajg sie one z polirybosomu tylko w postaci zwigzanej z. tancu-
chami a. Poniewaz w retikulocytach jest zawsze obecna pewna niewielka
ilos¢ wolnych tancuchéw a, przeto ilo$¢ dostepnych tancuchéw Gna poli-
rybosomie bytaby jedynym czynnikiem ograniczajacym taczenie sie obu
rodzajow tancuchéw w dimery.

Do powaznych zaburzehA mechanizmu regulujagcego prawidtowy stosu-
nek taricuchéw a do tancuchéw 6 dochodzi w tzw. talassemiach. Jest to
grupa wrodzonych niedokrwisto$ci niedobarwliwych ze sktonnoscig do
hemolizy, w ktorych podstawowy defekt polega na zahamowaniu syntezy
jednej pary tancuchdw polipeptydowych: a (a-talassemia) lub P (P-talas-
semia). Zaleznie od tego, czy defekt dotyczy obu alleli, czy tylko jednego,
spotyka sie posta¢ homo- lub heterozygotyczng, ktdre rdznig sie stopniem
upo$ledzenia syntezy danego tancucha (108, 109).

Defekt genetyczny w talassemiach nie jest znany. Zuckerkandl
(116) uwaza, ze w (3-talassemii wskutek utajonej mutacji w hipotetycznym
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genie strukturalnym X sasiadujacym z genem tancucha P nie syntety-
zuje sie mRNA dla tego tancucha (schemat 2). Brak syntezy mRNA
w talassemiach maégtby by¢ réwniez spowodowany delecjg gendw struk-
turalnych (10) odpowiednich tancuchdéw globinowych. Wysuwano takze
mozliwos¢ (4, 49, 73), ze w talassemiach w wyniku mutacji genow
strukturalnych powstajg zmienione mRNA, ktére moga by¢ nietrwate
i ulega¢ rozpadowi w komorce przed przekazaniem informacji lub tez
ich konfiguracja strukturalna moze uniemozliwiaé proces translacji.

Brak jednej pary tancuchédw powoduje zaburzenie wzajemnej regu-
lacji ich wytwarzania. Pozostate fancuchy polipeptydowe tworzg sie
w nadmiarze (5 6, 21, 28) i nie natrafiajac na odpowiednich partnerow,
taczg sie w tetramery wigzace hem, jak HbH (P4 i Hb Barta (74), albo
wytracajg sie w komorce w postaci nierozpuszczalnych stragtéw pojedyn-
czych tancuchéw, dimerdéw, triad lub tetramerdw nie wigzacych hemu.
Powstawanie takich stragtow prowadzi do hemolizy krwinki czerwonej.
W a- i |3-talassemiach brak lub niedobor normalnej HbA («2)2 jest
czeSciowo wyréwnywany przez inne rodzaje hemoglobin: HbF (a%?2
i HbA (a2s2) w Malassemii, HbH (P4 w a-talassemii (109).

7. Utrzymywanie prawidtowego stosunku iloSciowego miedzy tancuchami 3i 5

W krwinkach czerwonych dorostego cztowieka odsetek HbA2 (2,5%)
jest zadziwiajgco staty. Musi wiec istnie¢ odpowiedni mechanizm regu-
lujgcy, ktory zapewnia utrzymanie syntezy fancuchéw 8 w granicach
A liczby tancuchow P. Jeden z teoretycznie mozliwych mechanizmdw
polega na tym, ze gen dla tafcucha P wytwarza 40 razy wiecej czaste-
czek mRNA niz gen fancucha 8 (50). Obecnie przypuszcza sie jednak, ze
geny P i 8 znajdujg sie w tym samym operonie i ze transkrypcja ich
zachodzi wspoélnie w postaci jednego zestawu informacji (2, 50). Aktyw-
nosci whasciwe hemoglobin A i A2 wyodrebnionych po inkubacji komo-
rek szpikowych w $Srodowisku zawierajgcym aminokwasy radioaktywne,
sg zblizone (88, 114). Wskazuje to, ze w komoérkach szpikowych uktady
syntezy HbA i HbA2 sg jednakowo sprawne. Natomiast po trwajacej
dtuzej niz 20 min. inkubacji retikulocytéw z krwi obwodowej aktywnos$é
wiasciwa wyodrebnionej HbA jest zawsze wieksza niz HbA2 (107). Wyda-
je sie wiec, ze w czasie dojrzewania retikulocytéw zdolnos¢ wytwarzania
tancuchow 8 zanika wczesniej niz zdolno$¢ wytwarzania tancuchéw a i B
W retikulocytach w odr6znieniu od wcze$niejszych postaci komdrkowych
rzedu czerwonokrwinkowego nie zachodzi synteza mRNA (74). Z tego
wynikatoby, ze w retikulocytach mRNA dla tancuchéw 8 szybciej ulega
rozpadowi niz mRNA dla tancuchéw a i p. Ponadto mRNA dla tancu-
cha 8 jest wykorzystywany w mniejszym stopniu niz mRNA dla fanhcu-
chow ai @Winslow i Ingram (114) wykazali bowiem, ze szybkos$¢
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syntezy tafcuchow 8 jest mniejsza niz szybko$¢ syntezy tancuchéw a i p
hemoglobiny A oraz tancucha a wyizolowanego z HbA2

Mozliwe jest, ze mniejsza szybkos¢ syntezy tancuchéw 8 warunkuje
mniejszg trwatos¢ kompleksu mRNA-rybosomy, a w nastepstwie —
przy$pieszony rozpad swoistego mRNA (107, 114).

Il. Regulacja biosyntezy hemu

Biosynteza hemu jest wieloetapowym procesem (schemat 3), w ktorym
poszczegllne etapy sg w warunkach prawidtowych doskonale skoordyno-
wane: zwigzki posrednie — kwas 8-aminolewulinowy i porfobilinogen
(PBG) — oraz produkty nie wykorzystywane do syntezy hemu (uroporfi-
ryne i koproporfiryne) wykrywa sie jedynie w ilosciach sladowych (68),
a ilos¢ utworzonego hemu nie przekracza zapotrzebowania organizmu. Ten
ekonomiczny przebieg biosyntezy hemu warunkujag mechanizmy regula-
cyjne, z ktoérych najwazniejszymi sg: mechanizm ujemnego sprzezenia
zwrotnego oraz mechanizm represji syntezy enzymu ograniczajgcego.

Substraty i zwigzki posrednie Enzymy L/okallzaCJa ko-
morkowa enzymu

Glicyna + sukcynylokoenzym A
(zwigzana z fosforanem pirydoksa-
lu w postaci zasady Schiffa)

! Syntetaza ALA Mitochondria
Kwas S-aminolewulinowy (ALA)

Dehydrataza ALA Cytoplazma

Porfobilinogen (PBG)
Porfobilinogenaza
(Deaminaza +
kosyntetaza URO-

Vv genowa) Cytoplazma
Uroporfirynogen (UROgen)
I Dekarboksylaza
UROgenowa Cytoplazma

Koproporfirynogen (KOPROgen)
Oksydaza KOPRO-
genowa
(KOPROgenaza +
oksydaza PROTO-

genowa?) Mitochondria
PROTO
Chelataza
* Fe zelazawa Mitochondria
Hem

Schemat 3. Schemat biosyntezy hemu
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Regulujgcy wptyw na biostynteze hemu wywiera réwniez $rodowisko (pod
tym pojeciem rozumie sig istnienie lokalnych warunkéw w odrebnych ob-
szarach komaérki, w ktorych rozmieszczone sg poszczeg6lne etapy biosyn-
tezy), dostepnosé substratéw i kofaktoréw reakcji oraz wzajemna za-
lezno$¢ pomiedzy syntezag czesci hemowej i czesci globinowej. Wszystkie
te czynniki kontrolujgce proces powstawania hemu zostang obecnie
kolejno omdwione.

1. Regulacja biosyntezy hemu przez ujemne sprzezenie zwrotne

Mechanizm ujemnego sprzezenia zwrotnego, ktéry dziata szybko
i powoduje czutg regulacje biosyntezy, polega na hamowaniu aktywnosci
pierwszego lub jednego z poczatkowych etapéw procesu przez produkt
koricowy. W przypadku biosyntezy hemu istnienie tego mechanizmu re-
gulacyjnego wykazano najpierw u bakterii (16), a nastepnie w doswiad-
czeniach in vitro na retikulocytach krélika (72) i w ukladach zawiera-
jacych preparaty enzymatyczne z erytrocytéw ludzkich (17). W kazdym
przypadku hem (hemina) hamowat czynno$¢ syntetazy ALA, katalizujacej
pierwszy etap i ograniczajacej przebieg catego szlaku biosyntetycznego.
W doswiadczeniach in vivo na zwierzetach nie zdotano z catg pewnoscig
ustalié¢, czy hamowanie przez hem swej wiasnej syntezy zachodzi na
drodze ujemnego sprzezenia zwrotnego, czy tez represji syntetazy ALA.
Wedlug Levere i Granicka (69) ten drugi mechanizm jest czynny
w réznicujgcym sie erytroblascie, a Granick (35) sugeruje jego dzia-
tanie na biosynteze hemu w komodrkach watrobowych zarodka kurzego.

Burnham i Lascelles (16) w doSwiadczeniach prowadzonych
na fotosyntetyzujgcych bakteriach R. spheroides wykazali, ze oprocz
heminy réwniez inne porfiny, metaloporfiryny, hemoglobina i mioglobina
hamujg syntetaze ALA niekompetycyjnie. Ci sami autorzy w badaniach
na uktadach zawierajgcych preparaty enzymatyczne z komérek bakte-
ryjnych stwierdzili, ze hemina hamuje réwniez — cho¢ stabiej — ak-
tywno$¢ dehydratazy ALA, drugiego z kolei enzymu szlaku biosynte-
tycznego hemu. Hamowanie aktywnosci syntetazy ALA i dehydratazy
ALA zaobserwowali tez Karibian i London (56), badajac wptyw
heminy na wbudowywanie glicyny-2-14C oraz ALA-4-4C do hemu w he-
molizatach i petnych retikulocytach krélika. Hemina hamowata synteze
hemu z glicyny okoto czterokrotnie silniej niz jego synteze z ALA, co
wskazuje, ze w tym ukladzie regulacja syntezy hemu przez sprzezenie,
zwrotne zachodzi przypuszczalnie na poziomie syntetazy ALA.

Hamowanie syntezy ALA przez hemine w ukladzie zawierajgcym
preparat mitochondrialny z retikulocytéw kurzych o czynnos$ci syntetazy
ALA stwierdzit ostatnio Vavra (96). Wyniki jego sugeruja, ze ha-
mowana jest przede wszystkim aktywno$é syntetazy sukcynylo-CoA,
aw mniejszym stopniu kondensacja tego zwigzku z glicyng. Calissano
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i wsp. (17) badajac wptyw hemu, hemoglobiny i innych hemoproteidéw
na aktywno$¢ preparatéw dehydratazy ALA z erytrocytow ludzkich
wykazali, ze mechanizm regulujgcy biosynteze hemu przez ujemne sprze-
zenie zwrotne istnieje rowniez na poziomie dehydratazy ALA. Hem ha-
muje aktywnos$¢ tego enzymu dziesieciokrotnie silniej niz hemoglobina;
inne hemoproteidy w takich samych stezeniach w ogéle nie majg wptywu
na aktywnos$¢ dehydratazy ALA.

W doswiadczeniach in vivo wprowadzona dozylnie hemina obnizata
wbudowywanie znakowanej glicyny do hemu erytrocytéw krwi obwodo-
wej u myszy oraz wigczanie do nich radioaktywnego zelaza (31). Ponie-
waz obnizenie inkorporacji nie byto spowodowane rozcienczeniem puli
nowozsyntetyzowanego hemu ani puli radioaktywnego zelaza, a hemina
nie wptywata na dojrzewanie czerwonych krwinek i przechodzenie reti-
kulocytow ze szpiku do krwi obwodowej, mozna przypuszcza¢, ze hemina
dziata jako inhibitor swej wiasnej syntezy albo na drodze ujemnego
sprzezenia zwrotnego, albo represji syntezy kluczowego enzymu.

2. Regulacja biosyntezy hemu drogg represji

Regulacja droga represji przez produkt koncowy jest mechanizmem
bardzo ekonomicznym, cho¢ nie tak szybkim, jak ujemne sprzezenie
zwrotne. Polega on na kontrolowanej genetycznie represji syntezy jed-
nego lub kilku enzymdw szlaku biosyntetycznego przez produkt kohcowy.
W przypadku hemu represji ulega synteza enzymu ograniczajgcego —
syntetazy ALA (schemat 4), jak rdwniez — cho¢ w mniejszym stopniu —
deyhydratazy ALA (tak zwana represja skoordynowana). Regulacje syn-
tezy hemu na drodze represji zaobserwowano w bakteriach, w komdrkach
watrobowych zarodka kurzego i erytroblastach blastodermy kurzej.

W dosSwiadczeniach na bakteriach R. spheroides Lascelles (68)
stwierdzita, ze niskie (10-5M) stezenia heminy ttlumia synteze obu wspom-
nianych enzymdéw. W odr6znieniu od regulacji przez ujemne sprzezenie
zwrotne inne metaloporfiryny nie dajg tego efektu. Dowody na istnienie
mechanizmu represji syntezy hemu w organizmach wyzszych sg bardziej
posrednie. Granick (35 stwierdzit, ze hem hamuje indukcje syn-
tetazy ALA w hodowli komérek watrobowych zarodka kurzego. Indukcje
syntetazy ALA na drodze derepresji obserwowali M ar ver i wsp. (76),
ktdrzy doprowadzili do zmniejszenia zawartosci hemu w komoérkach wa-
troby szczuréw przez podanie im tryptofanu; hem zuzywany jest w tym
przypadku do indukowanej syntezy pirolazy tryptofanowej. Nastepujg-
cymi po sobie kolejno: represjg i derepresjg syntezy syntetazy ALA
Waxman i wsp. (103) ttumaczg oscylacje poziomu tego enzymu w wa-
trobie szczuréw zachodzace po podaniu dozylnym heminy. Nawet bardzo
niskie stezenia heminy powodujg zmiany poziomu syntetazy ALA i zmia-.
ny te hamuje catkowicie aktynomycyna D, ktéra blokuje tworzenie sie
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MRNA. Wskazuje to, ze istotnie w przytoczonych doswiadczeniach synteza
hemu jest regulowana przez mechanizm represji.

Tschudy i wsp. (95 stwierdzili oscylacje poziomu watrobowej
syntetazy ALA rdéwniez po jednorazowej niewielkiej dawce estradiolu
podanej samicom szczurzym, ktérym usunieto jajniki. Indukcje tego
enzymu pod wptywem hormondéw piciowych, a zwiaszcza ich 5p-H
pochodnych zaobserwowali réowniez Granick i wsp. w komdrkach

Hem\ Inneszlaki
metaboliczne

Schemat 4. Hipotetyczny model regulacji biosyntezy hemu (zmodyfikowany schemat
wg Levere i Granicka (70)

watrobowych zarodka kurzego (37) i w roznigcych sie erytroblastach
blastodermy kurzej (70). Badacze ci przypuszczajg, ze sterydy C-19 i C-21
o konfiguracji 5(3-H biorg udziat w regulacji biosyntezy hemu we wszyst-
kich komérkach, w ktérych zachodzi hemopoeza, dziatajagc jako derepre-
sory tworzenia sie syntetazy ALA, tzn. wspotzawodniczgc skutecznie z he-
mem 0 miejsce na czasteczce aporepresora.

Stwierdzono, ze oprécz hormondéw piciowych réwniez niektdre inne
zwigzki chemiczne moga na drodze derepresji syntezy powodowac wzrost
poziomu syntetazy ALA w watrobie (35). Sa to zwiazki wywotujgce
napady ostrej przerywanej porfirii, choroby przenoszonej dziedzicznie
jako cecha dominujgca. Wsréd innych objawéw klinicznych chorobe te
charakteryzuje wydzielanie w moczu duzych ilosci ALA i PBG. Pier-
wotnie sadzono, ze porfirie te powoduje zablokowanie przejscia PBG
w uroporfirynogen na skutek niedoboru porfobilinogenazy. Dopiero
Granick na podstawie wzrostu aktywnosci syntetazy ALA w porfirii
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doswiadczalnej wywotanej przez podanie 3,5-dwukarboetoksy-2,4-dwu-
hydrokolidyny (38) wysunat hipoteze (35), ze w ostrej przerywanej por-
firii zmutowany gen operatorowy jest niecatkowicie tlumiony przez
represor. Wskutek tego niewielkie ilosci indukujgcego zwiazku chemicz-
nego, ktére u normalnych osobnikéw nie wywotatyby objawdéw choro-
bowych, u ludzi z porfirig powodujg nagty wzrost syntezy syntetazy ALA,
co pocigga za sobg wzmozong produkcje ALA. W tych warunkach enzy-
mem ograniczajacym staje sie jeden z dalszych enzyméw szlaku biosyn-
tetycznego. W ostrej przerywanej porfirii jest nim porfobilinogenaza, na
co wskazuje wydalanie ALA i PBG; w innego typu porfirii watrobowej,
w ktérej wydalane sa koproporfiryna i protoporfiryna, enzymem ograni-
czajacym jest oksydaza koproporfirynogenowa. Za stusznoscig wspomnia-
nej hipotezy Granicka przemawia znacznie podwyzszona aktywnos$¢
syntetazy ALA w watrobie chorego na ostrg przerywang porfirie w okre-
sie remisji (80), oraz bardzo wysoka aktywno$¢ syntetazy ALA w watrobie
u chorej zmartej podczas napadu tej choroby (94). Indukcji syntetazy
ALA w watrobie towarzyszy wzrost aktywnosci dehydratazy ALA (75,
95), jednakze nie wiadomo czy chodzi tu o indukcje syntezy tego enzymu,
czy tez o jego aktywacije.

Marver iwsp. (75 sugerujg, ze glukoza hamuje regulowany gene-
tycznie wzrost syntetazy ALA w ostrej przerywanej porfirii i w porfiriach
doswiadczalnych, co nie znalazto jednakze potwierdzenia (35).

Podwyzszong synteze syntetazy ALA stwierdzono réwniez we wro-
dzonych porfiriach erytropoetycznych (102). Poniewaz choroby te sg prze-
noszone dziedzicznie jako cecha recesywna, mutacja musi wystepowac
w genie regulatorowym, ktory wskutek tego produkuje wadliwy apore-
presor.

Jakkolwiek mechanizm regulacji na drodze represji moze obejmo-
waé réwniez synteze dehydratazy ALA, zasadniczg role odgrywa z calg
pewnos$cig regulacja produkcji syntetazy ALA. Nie wiadomo jednakze,
iczy watrobowa syntetaza ALA jest identyczna z syntetazg ALA erytro-
blastéw i czy w genomie wystepuje jeden operon dla syntezy tego
enzymu, czy tez, jak sugeruje Granick (35), trzy r6zne operony.

3. Wplyw $rodowiska

Doswiadczenia przeprowadzone na erytrocytach ptasich, retikulo-
cytach ssakow lub frakcjach subkomoérkowych watroby ssakéw wykazaty,
ze enzymy biosyntezy hemu rozmieszczone sg czesciowo w mitochondriach,
a czeSciowo w cytoplazmie (schemat 3). Stanowi to, samo przez sie,
czynnik regulujacy, gdyz przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej ogra-
nicza swobodny przeptyw substratow i zwigzkow posrednich, a ponadto
umozliwia utrzymanie optymalnych warunkéw reakcji w odpowiednich
obszarach komorki. DoSwiadczenia in vitro wykazaty jednak, ze w obrebie
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zar6wno mitochondriow, jak i cytoplazmy panujg réznorodne warunki
oksydoredukcyjne. Na istnienie odrebnych stref w obrebie mitochon-
drium wskazuje stwierdzony w doswiadczeniach in vitro fakt rdéznej
zaleznosci od warunkdw tlenowych dwoch kolejno po sobie nastepuja-
cych reakcji: przemiany koproporfirynogenu w protoporfiryne i wiacza-
nia zelaza do protoporfiryny. Pierwsza z nich wymaga obecnoS$ci tlenu
(optymalne stezenie 20% obj/obj), ktérego nie mozna zastgpi¢ zadnym
innym akceptorem elektronow (85), druga za$ najszybciej przebiega
w warunkach beztlenowych (86).

Zewnetrzne cisnienie tlenu, od ktorego zalezy stezenie tlenu w ko-
morce, moze wiec by¢ czynnikiem regulujagcym bezposrednio przebieg
biosyntezy hemu. Przypuszcza sig, ze spadek ci$nienia tlenu jest jedna
z przyczyn wzmozonej hemopoezy na duzych wysokosciach lub w sztucz-
nie wytworzonych warunkach niedotlenienia. Poniewaz przejscie porfobi-
linogenu w uroporfirynogen jest odwracalnie hamowane przez tlen, Falk
i Porra (26) sugerujg, ze wzrost syntezy hemu moze byé w pewnym
stopniu spowodowany stymulowaniem syntezy uroporfirynogenu. Regu-
lujacy wptyw tlenu na biosynteze hemu stanie sie jeszcze bardziej oczy-
wisty, jesli sie uwzgledni, ze nawet drobne zmiany jego stezenia w ko-
morce moga wplywacé na stan utlenienia grup tiolowych, znajdujacych sie
w centrach aktywnych szeregu enzymoéw szlaku biosyntetycznego hemu.

4. Dostepnos$¢ substratéw i kofaktoréw reakcji

Normalny przebieg biosyntezy hemu zalezy od statego doptywu od-
powiednich substratdw i kofaktoréw, co wigze ten proces z innymi
szlakami metabolicznymi komérki. Zaburzenia metabolizmu, ktérych
wynikiem jest niedobor zelaza, fosforanu pirydoksalu lub sukcynylo-CoA
dla syntezy hemu spotykane sa w roznych rodzajach niedokrwistosci»
podczas gdy nadmiar sukcynylo-CoA moze wywotywac¢ objawy porfirii.

Zelazo jest potrzebne nie tylko jako substrat ostatniej reakcji tancu-
cha, lecz réwniez jako niezbedny kofaktor przemiany koproporfirynogenu
w protoporfiryne (68) oraz — w przypadku erytrocytéw ptasich — syntezy
ALA (14). Niedostateczny doptyw zelaza do szlaku biosyntezy hemu moze
by¢ spowodowany jego rzeczywistym niedoborem w ustroju (upoS$ledze-
nie wchianiania, nadmierna utrata wskutek krwawien), zaburzeniami
transportu, utrudnionym uruchamianiem zapas6w zelaza w watrobie bgdz
wreszcie zaburzeniami pobierania zelaza przez krwinke czerwong i wig-
czania go do protoporfiryny (71, 77). Nie zdotano do tej pory wyjasnic¢
przyczyny zmniejszonego wigczania zelaza do hemu przy jego jednoczes-
nym odktadaniu sie w mitochondriach erytroblastéw i og6lnej hemosyde-
rozie wystepujacej w tzw. anemii syderoakrestycznej. Poniewaz w tej
chorobie krwinki obwodowe zawierajg czesto podwyzszone iloSci kopro-
porfiryny przy normalnej lub obnizonej zawartosci protoporfiryny suge-
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ruje sie, ze zaburzenia te spowodowane sg niedoborem oksydazy kopro-
porfirynogenowej (32). Nadmiar zelaza i jego odktadanie sie w krwinkach
hamuje tworzenie sie¢ ALA, a wiec i hemu, co jest jedng z wtdrnych
przyczyn niedokrwistosci wystepujacej w (3-talassemii (97).

Drugim waznym substratem w biosyntezie hemu jest sukcynylo-CoA,
ktory w reakcji kondensacji z glicyng daje ALA. Zrodiem sukcynylo-CoA
jest w pierwszym rzedzie cykl kwasu cytrynowego. Alternatywng droga,
ktéra w przypadku zaburzen obrotu tego cyklu moze zapewni¢ normalny
doptyw sukcynylo-CoA jest jego bezposrednia synteza z bursztynianu
i CoA katalizowana przez syntetaze sukcynylo-CoA. W pewnych warun-
kach obie drogi sg czynne, co prowadzi do nadmiaru produktu. Wedtug
Labbego (64) uruchomienie dodatkowej produkcji sukcynylo-CoA wy-
stepuje podczas napadéw porfirii watrobowej wywotanych podaniem cho-
rym niektdrych lekéw, np. barbituranéw. Labbe sugeruje, ze nadmiar tego
zwigzku dziata jako derepresor syntezy syntetazy ALA (indukcja substra-
towa) wywotujac w efekcie nadmierne wytwarzanie ALA. Wzmozona syn-
teza sukcynylo-CoA jest wynikiem indukcji syntetazy tego zwigzku (65)
i reduktazy fumaranowej (63). Wzrost aktywnosci reduktazy fumaranowej
spowodowany jest zahamowaniem utleniania zred. NAD, co wedtug K u -
rumady i Labbego (63) Swiadczy o powigzaniu i uzaleznieniu bio-
syntezy hemu od stanu funkcjonalnosci tancucha oddechowego. Zaburze-
nia transportu elektrondw spowodowane zahamowaniem utleniania zred.
NAD pociggaja za sobg dalsze skutki: jednym z nich jest wzmozona gliko-
liza, w wyniku ktérej powstaje kwas pirogronowy, metabolizowany dalej
do kwaséw dwukarboksylowych, drugim — spadek zawartosci ATP w ko-
morce. Zwiekszona pula kwaséw dwukarboksylowych moze by¢ zrodiem
substratow dla reduktazy fumaranowej i syntetazy sukcynylo-CoA. Obni-
zenie stezenia ATP w komoérce mogtoby stymulowacé porfirynogeneze. Wy-
sunieta na tej podstawie hipoteza Gajdosa i wsp. (30) o odwrotnej
zalezno$ci pomiedzy poziomem ATP i porfiryn w porfiriach watrobowych
nie znalazta jednak potwierdzenia (24). Ostatnio sugeruje sie (29), ze sty-
mulowanie obrotu kwaséw ttuszczowych przez ATP powoduje wzrost
zuzycia glicyny do syntezy tych zwigzkéw, co pocigga za sobg spadek jej
stezenia w komorce i w rezultacie obnizong synteze Kemu.

Podczas gdy nadmiar sukcynylo-CoA prowadzi do nadprodukcji ALA,
jego niedobdér powoduje zmniejszenie syntezy hemu. Niedostateczny do-
ptyw sukcynylo-CoA moze by¢ spowodowany niedoborem kwasu panto-
tenowego (cze$¢ sktadowa koenzymu A) w pozywieniu. Podobnie zmniej-
szenie dostaw pirydoksyny (czes¢ sktadowa fosforanu pirydoksalu i czyn-
nik utatwiajacy zwalnianie z mitochondriéw zelaza, ktore nastepnie wia-
czane jest do protoporfiryny) prowadzi do obnizenia syntezy hemu i obja-
wow niedokrwistosci.

Innym czynnikiem, ktory moze wptywaé regulujgco na szybkos$é bio-
syntezy hemu jest tworzenie przez zwiazki posrednie nietrwatych kom-
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plekséw z biatkami lub lipidami, co zmniejsza szybko$é ich przesuwania
sie w koonorce i zwieksza lokalne stezenie utatwiajgc przebieg reakcji
enzymatycznych. Porra i Falk (84) stwierdzili powstawanie takiego
kompleksu podczas przejscia koproporfirynogenu w protoporfirynogen,
a Yoshikawa i Yoneyama (115) wykazali, ze protoporfiryna
zwigzana jest z lipoproteidami stromy erytrocytéw ptasich. Na wigzanie
protoporfiryny z biatkami wskazuja réwniez wyniki innych autoréow (57,
78, 82).

Istnieje wiele publikacji o znaczeniu roznych substancji dla biosyn-
tezy hemu, ktérych tutaj nie omawiano, ograniczajac sie jedynie do tych
substratow lub kofaktoréw, ktérych zmiany iloSciowe sa powodem wro-
dzonych zaburzen regulacji syntezy hemu.

11. Wspotzaleznos¢ syntezy heinu i globiny

W warunkach prawidtowych w krwinkach czerwonych nie wykryto
wolnego hemu i najwyzej Sladowe ilosSci globiny, co wskazuje na istnienie
Scistej koordynacji miedzy procesami syntezy globiny i hemu.

Teoretycznie mozna sobie wyobrazi¢, ze koordynacja ta odbywa sie
juz na poziomie genowym poprzez regulacje wytwarzania specyficznych
mRNA. Wedtug tej koncepcji hem miatby regulowaé synteze mRNA dla
globiny, natomiast globina regulowataby synteze mRNA dla syntetazy
ALA. Wedlug Granic ka (36) gen operatorowy dla syntetazy ALA jest
zablokowany przez represor sktadajacy sie z hemu i aporepresora biatko-
wego. Globina odtgczajgc hem z tego kompleksu powodowataby odbloko-
wanie genu operatorowego, co umozliwiatoby transkrypcje genu struktu-
ralnego na mMRNA dla syntetazy ALA (schemat 4). Mozna sobie wyobrazi¢,
ze w podobny sposdb hem dziata regulujgco na synteze globiny. Poniewaz
jednak nie zdotano wyizolowa¢ i okresli¢ ilosci specyficznych mRNA
przeto mechanizmy regulacji na poziomie genowym pozostajg w sferze
hipotez.

Natomiast za istnieniem wzajemnej regulacji syntezy hemu i globiny
na poziomie cytoplazmatycznym przemawiajg liczne fakty doswiadczalne.
Hem i zelazo powodujg znaczny wzrost syntezy globiny w uktadach bez-
komoérkowych (41, 42) i catych retikulocytach (15, 40, 104, 106) a jedno-
czesnie zapobiegajg rozpadowi polirybosomoéw na pojedyncze rybosomy
podczas syntezy globiny (105). Istnieja dwa poglady na sposéb, w jaki
hem wywotuje powyzsze efekty. Wedtug pierwszego z nich synteza globi-
ny bytaby regulowana przez ujemne sprzezenie zwrotne, w ktérym efek-
torem bytaby sama globina lub pojedyncze tancuchy polipeptydowe. Na
poparcie tej hipotezy mozna przytoczyé wyniki doswiadczen B luma
i Schapiry (7), ktorzy stwierdzili, ze dodanie hemoglobiny a do ukta-
du bezkomdrkowego powoduje ograniczenie syntezy tancuchéw a. Przy
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niedoborze hemu spowodowanym wigzaniem zelaza przez zwigzki chela-
tujace, w retikulocytach nagromadza sie globina, ktora dziata hamujaco
na swa witasng synteze (27, 106), co prowadzi do rozpadu polirybosomoéw.
Hem wiagzac globine uruchamia na nowo jej synteze. Drugi poglad zakta-
da, ze stymulujace dziatlanie hemu na synteze globiny polega na utatwia-
niu przytgczania rybosoméw do mRNA i zapoczatkowaniu syntezy tahcu-
chow polipeptydowych. Przejawem tego bytaby stabilizacja kompleksu
polirybosomowego. Okazato sie (104), ze puromycyna, ktéra uwalnia tan-
cuchy polipeptydowe z polirybosoméw ma tylko nieznaczny wptyw na
ilo§¢ heminy zwigzanej z polirybosomami. Fakt ten Swiadczy o przytgcza-
niu sie heminy wprost do polirybosomdw, co przeczytoby sugestii Gray -
zela i wsp. (40), ktorzy zaktadali, ze przyczyng stabilizacji kompleksu
polirybosomowego moga by¢ zmiany konformacyjne tanicuchow lub catych
zespotéw polirybosomowych spowodowane przytgczeniem hemu do rosng-
cych tancuchéw polipeptydowych.

Istniejg dane na to, ze na poziomie cytoplazmatycznym wystepuje row-
niez regulacja syntezy hemu przez globine. Grayzel i wsp. (39) z do-
Swiadczen przeprowadzonych na retikulocytach kréliczych wnioskujg, ze
zahamowanie wbudowywania glicyny do hemu w obecnosci cykloheksimi-
du jest spowodowane zablokowaniem syntezy globiny, ktérej niedobor
prowadzi do nagromadzania sie hemu w komdrkach az do stezenia hamuja-
cego aktywnos$¢ syntetazy ALA przez ujemne sprzezenie zwrotne.

Biosynteza hemoglobiny jest wiec prawdopodobnie regulowana przez
wiele mechanizméw molekularnych czynnych na réznych poziomach ko-
morkowych. Istnienie niektorych mechanizméw wzajemnej regulacji syn-
tezy hemu i globiny zostato stwierdzone doswiadczalnie, wiele z nich pozo-
staje jednak nadal w sferze hipotez. Ponadto w organizmie zywym biosyn-
teza hemoglobiny podlega nie omdwionym tutaj mechanizmom regulacyj-
nym kontrolujacym liczebno$¢ populacji komérek utadu czerwonokrwin-
kowego syntetyzujgcych to biatko.
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ZOFIA KURATOWSKA*

Sprzezenie zwrotne w wewngtrzkomérkowej regulacji przemian
Feedback Regulation in the Intracellular Control of Metabolim

The intracellular system of metabolic regulation by the feedback control of
enzymatic activity and by multienzymes complexes is described. The role of concert-
ed action of these systems and represssion of enzyme synthesis is discussed.

Mechanizmy regulacyjne w komérce zywej, utrzymujace ciagto$é prze-
mian mimo zmian $rodowiska tak zewnatrz, jak wewnatrzkomorkowego,
mozna podzieli¢ na dwa typy.

1. Regulacje ,,czynna” utrzymujaca prawidtowy kierunek reakcji me-
tabolicznych. Obejmuje ona:

a) regulacje aktywnos$ci juz gotowych enzymdéw, gtdwnie poprzez sprzeze-
nie zwrotne,
b) regulacje syntezy enzymoéw de novo, droga represji enzymatycznej.

Obydwa te mechanizmy, niezaleznie od siebie, czesto dziatajg jednocze-
$nie, co zapewnia skuteczng kontrole przemian (38).

2. Regulacje ,bierng”, niejako automatyczng, dziatajagcg w wyniku
okres$lonych zmian w komérce. Przyktadem takiej regulacji moze by¢ ha-
mowanie kompetycyjne enzymdw, hamowanie reakcji przez jej produkty
na zasadzie prawa dziatania mas, wreszcie wptyw zmian pH i innych wa-
runkoéw fizyko-chemicznych na przebieg reakcji.

Przedmiotem artykutu bedzie typ regulacji ,czynnej”, gtdwnie mecha-
nizmy regulujace aktywnosci enzymow i ich wspotdziatanie z regulacja
syntezy enzymow.

I. Regulacja aktywnosci enzymatycznej

1. Sprzezenie zwrotne

Sprzezenie zwrotne polega na hamowaniu (ang. feedback inhibition)
lub aktywacji enzymu przez koncowy produkt lub inny metabolit wielo-
etapowej przemiany. Dotyczy to zazwyczaj enzymu katalizujagcego pierw-

* Dr med., Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych
w Warszawie
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szy etap syntezy lub kluczowg reakcje taricucha przemian (43), przy czym
katalizowana reakcja jest praktycznie nieodwracalna. Zmiana aktywnosci
polega na zmianie powinowactwa enzymu do substratu przez czynnik
dziatajacy. Czynnik ten nosi nazwe efektora ujemnego, jezeli obniza
aktywnos$¢ enzymu, lub dodatniego, jezeli ja zwieksza. Wyrazem dziatania
efektora jest przesuniecie w uktadzie wspotrzednych sigmoidalnej krzy-
wej zaleznosci szybkosci reakcji od stezenia substratu w sposdb przedsta-
wiony na rysunku 1.

Rys. 1. Przebieg reakcji enzymatycznej (0$ rzednych) zaleznie od stezenia substratu
(o$ odcietych); kontrolnej (k) i pod wptywem dziatania efektorow: + dodatniego
+ + wyzsze stezenie efektora dodatniego, — ujemnego (wedlug Atkinsona (1))

Pierwszy przyktad regulacji bedacej w istocie ujemnym sprzezeniem
zwrotnym podat Dische (6), ktory opisat hamowanie fosforylacji glu-
kozy w erytrocytach przez aldehyd fosfoglicerynowy, nie wyjasniajgc
jednak mechanizmu tego zjawiska. Badania nad hamujgcym dziataniem
izoleucyny na dehydrataze treoniny (42) oraz nad hamowaniem karbamo-
ilotransferazy asparaginianowej przez CTP (8, 50) wykazaty, ze nie ma
zadnej analogii strukturalnej ani kinetycznej miedzy substratem a efekto-
rem, a zatem, ze nie jest to hamowanie kompetycyjne. Ponadto hamowa-
na przez CTP reakcja przytagczania grupy karbamoilowej do kwasu aspa-
raginowego rozpoczyna cykl biosyntezy zasad pirymidynowych, a wiec
pierwszy etap syntezy ulega regulacji przez czynnik hamujgcy (sche-
mat 1).

Wielu danych o mechanizmie hamowania przez sprzezenie zwrotne
dostarczyty badania prostych i ztozonych cykléw metabolicznych u bak-
terii i w organizmach zwierzecych. Przyktadem ziozonego cyklu kontro-
lowanego przez sprzezenie zwrotne moze by¢ biosynteza cholesterolu
w watrobie. Nadmiar cholesterolu w diecie lub zwiekszenie jego stezenia
wewnatrz komorki watrobowej powoduje zahamowanie syntezy tego
zwigzku w mikrosomach (35). Na biosynteze cholesterolu z acetylo-CoA
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sktada sie 26 reakcji enzymatycznych przedstawionych w skrécie na
schemacie 2, przy czym wczesne produkty przemiany: acetylo-CoA i kwas
P-hydroksy-P-metytoglutarowy witgczajg sie w inne jeszcze reakcje dajac
rozgatezienia szlaku metabolicznego. Wykazano (34), ze nadmiar choleste-
rolu nie wptywa na tworzenie sie zwigzkéw ketonowych, ktérych gtéw-
nym zrodtem w ustroju jest kwas (5-hydroksy-P-metyloglutarowy. W obec-
nosci cholesterolu przebiegaja réwniez prawidtowo 22 reakcje przemian

0o -c\f
V-o0"
NB L e Karbamoilotransferaza 0 =c ch2
g_q “3m™ o\ asparaginianowa Karbamoilo-
Il asparaginian
V 0 -0 N O
I\ Kwasaspara
O Inowu
Fosforan karbamoilu
6 reakcji
posdrednich
CTP
HO OH

Schemat 1. Biosynteza nukleotydow pirymidynowych 2z kwasu asparaginowego
u E. coli

Kreskowang gruba strzatka zaznaczono etap hamowany przez sprzezenie zwrotne (8)

doprowadzajgcych do syntezy tego zwigzku z kwasu mewalonowego.
Jedyna reakcjg hamowana przez cholesterol na drodze sprzezenia zwrot-
nego jest zatem redukcja kwasu (5-hydroksy-P-metyloglutarowego do kwa-
su mewalonowego.

Kwas /3-hudroksy- * Kws e
Acetylo-CoA ----- ~fj-metyiogrutanwy — ,» romtoy
redukcji
Cykl kwasow Zwiqzki ketonowe

trojkarboksylowych
Schemat 2. Cykl biosyntetyczny cholesterolu w watrobie

Zaznaczono nieodwracalng reakcje redukcji hamowang przez cholesterol w drodze sprzezenia
zwrotnego
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Zahamowanie za miejscem rozgatezienia szlaku biosyntetycznego przez
gromadzacy sie produkt nie zaktéca mechanizmu innych reakcji, a zwigzki
powstajgce we wspolnych, nie zahamowanych reakcjach sg wykorzysty-
wane w innych szlakach metabolicznych (25).

Odlegte efekty regulacji przez ujemne i dodatnie sprzezenie zwrotne
mozna prze$ledzi¢ w ukladach metabolicznych zwigzanych z przemiang
energii w komorce: fosforylacji oksydacyjnej i przemiany weglowoda-
néw (44).

Na role nukleotydow adenylowych jako regulatordw metabolizmu po
raz pierwszy zwrdcit uwage Mansour (wedtlug 18 i 29), ktdéry wykazat,
ze AMP i jego cykliczny izomer kwas adenozyno-3’, 5’-monofosforowy
aktywujg, a ATP — hamuje fosfofruktokinaze mie$nia sercowego. Bada-
nia nad rolg fosforanow adenozyny w regulacji przemiany posredniej (1,
2, 9) zostaty poparte bilansem energetycznym (32). Schemat 3 przedstawia
proponowang przez Atkinsona (1) ,,mape” sterowanych przez AMP,
ADP i ATP reakcji w cyklu przemian energetycznych.

Sposréd ogniw regulowanych przez fosforany adenozyny najbardziej
kluczowg role w wykorzystaniu energii odgrywajg: syntetaza kwasu cy-
trynowego, dehydrogenaza kwasu izocytrynowego, fosfofruktokinaza,
fosfataza fruktozodwufosforanu.

Gdy komoérka wskutek braku produktéw azotowych dla biosyntezy
biatka jest ,przetadowana” energig wytworzong podczas intensywnej
przemiany weglowodan6éw, nagromadzony ujemny efektor — ATP hamuje
syntetaze kwasu cytrynowego. Enzym ten katalizuje reakcje witaczajacy
acetylo-CoA do cyklu Krebsa. Zahamowanie syntetazy kwasu cytrynowe-
go zwieksza zatem udziat CoA w przemianie tluszczowej i syntezie kwa-
séw ttuszczowych magazynujacych w komorce energie. Jednocze$nie ATP
hamuje dehydrogenaze kwasu izocytrynowego, co zwieksza przejsciowo
stezenie kwasu cytrynowego pomimo zmniejszenia jego syntezy. Kwas
cytrynowy, jako dodatni efektor, aktywuje z kolei karboksylaze acetylo-
CoA, katalizujacg pierwszy etap syntezy kwasow ttuszczowych. ATP dzia-
tajac ponadto jako efektor ujemny na fosfofruktokinaze i jako dodatni —
na fosfataze fruktozodwufosforanu (39, 41), powoduje nagromadzenie
fruktozo-6-fosforanu oraz glukozo-6-fosforanu i glukozo-I-fosforanu. Wy-
wotuje to zwiekszenie syntezy wielocukrowcow (glikogenu, skrobi lub
mukopolisacharydow), a wiec zwigzkOw magazynujgcych energie.

Gdy wydatkowanie energii wzrasta, wowczas gromadzi sie¢ AMP (lub
ADP), co jest sygnatem do zapoczatkowania reakcji prowadzacych do re-
generacji ATP. Nastepuje zahamowanie fosfatazy fruktozodwufosforanu,
aktywacja fosfofruktokinazy i fosforylazy polisacharydéw. Uruchomienie
cyklu kwaséw tréjkarboksylowych kieruje CoA w strone przemian prowa-
dzacych do syntezy zwigzkow fosforowych bogatych energetycznie. Do
tego mechanizmu dotaczajg sie inne przemiany rowniez regulowane przez
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zwiazki adenylowe, na przyktad odwodorowanie niektorych aminokwa-
sOw. Sprzezenie zwrotne pozwala zatem na szybkie przesuniecie przemian
w kierunku wyzwalania lub magazynowania energii w sposéb maksymal-
nie ekonomiczny, zalezny od aktualnych potrzeb komérki.

Schemat 3. Rola zwigzkéw adenylowych (ATP, ADP, AMP) w regulacji przemiany
energii w komérce (wedtug Atkinsona (1))

Krzyzyki oznaczaja miejsca dziatania ujemnego efektora, grube strzatki — efektora

dodatniego. Czarnymi tukami oznaczono efektory. Linie przerywane taczg efektory z kontro-

lowanymi przez nie reakcjami enzymatycznymi. Uzyte w schemacie skroty: GIP — glukozo-2-

fosforan, G6F — glukozo-6-fosforan, F6P — fruktozo-6-fosforan, F1,GP — fruktozo-l,6-dwufos-
foran, PEP — kwas fosfo-enolo-pirogronowy, AcCoA — acetylokoenzym A

Przyktady regulacji na zasadzie sprzezenia zwrotnego mozna znalez¢
niemal w kazdym #tancuchu przemian metabolicznych. Efektorami moga
by¢ koncowe produkty drobno lub nawet wielkoczgsteczkowe oraz drobno-
czasteczkowe metabolity posrednie. Jako efektory moga réwniez dziatac
stosunkowo nietrwate, ztozone produkty posrednie, jak to na przyktad ma
miejsce w regulacji syntezy glikoproteiddw przez nukleotydowe pochodne
kwasu sialowego i glukozoaminy (12, 13).

6 Postepy Biochemii



420 Z. KURATOWSKA [6]
2. Mechanizm dziatania efektoréw na enzymy

Wedtug koncepcji Monoda i wsp. (22, 23) w czasteczce enzymu s3g
oprécz centrum (6w) aktywnego tak zwane allosteryczne miejsca wigzace
efektory. Miejsce allosteryczne, podobnie jak centrum aktywne, cechuje
specyficznos$¢ wigzania dla danego efektora, ktory nie moze by¢ zastgpiony
przez zaden inny zwigzek, nawet o bardzo podobnej strukturze.

Efektor zwigzany w miejscu allosterycznym nie bierze bezposrednio
udziatu w reakcji katalizowanej przez enzym ani nie wigze sie w zaden
sposéb z substratem (45). Grupy chemiczne, ktére wigza substrat w cen-
trum aktywnym enzymu i grupy wigzace efektor w miejscu allosterycz-
nym, s catkowicie odmienne (21, 23). Mozna zatem zniszczy¢ whasnosci
allosteryczne nie powodujac zmiany funkcji enzymatycznej biatka: na
przyktad karbamoilotransferaza asparaginianow& traci okoto 90°/0 wias-
nosci allosterycznych pod wptywem dawek promieniowania, ktore nie
powodujg w ogole zmiany aktywnosci enzymatycznej (11). Podobny efekt
mozna o0siggnac stosujagc odpowiednie warunki ogrzewania, mocznik i sole
miedzi (47). Papaina powoduje zniesienie inhibicji fosfatazy fruktozodwu-
fosforanu przez AMP, nie zmieniajgc funkcji enzymatycznej (39).

Zwigzanie efektora w miejscu allosterycznym powoduje zmiane powi-
nowactwa enzymu do substratu, zapewne wskutek zmiany konformacji
czgsteczki biatkowej. Z kolei czynniki zmieniajagce konformacje czasteczki
biatka enzymatycznego moga zmieniaé jego wiasciwosci allosteryczne.
Biatko moze wdéwczas zachowa¢ zdolno$¢ wigzania efektora, przestaje on
jednak wywiera¢ efekt regulacyjny (14, 15, 22).

Wiele natywnych enzyméw zbudowanych jest z podjednostek (16, 33,
40); zmiana wigzaA miedzy tymi podjednostkami, na przyktad ostabienie
potgczen poprzez zerwanie mostkow dwusiarczkowych czy zniszczenie
wigzan wodorowych (38), powoduje zmiane witasnosci allosterycznych en-
zymu (8a). Zmiany te, zaleznie od stopnia dysocjacji podjednostek, moga
obejmowaé reakcje allosteryczne z jednym Ilub wieloma efektorami
(47, 49).

Réznorodno$¢ miejsc allosterycznych w czasteczce enzymu wspoétdzia-
tajacych w czynnosci regulacyjnej odgrywa role w przypadkach tak zwa-
nego ,skoordynowanego hamowania przez sprzezenie zwrotne” (ang. con-
certed feedback inhibition). Zjawisko to zachodzi w przypadku syntezy
lizyny, treoniny, metioniny i izoleucyny z wspoélnego prekursora — kwasu
asparaginowego. Nagromadzenie tylko jednego z produktow koncowych
nieznacznie hamuje kinaze (3-asparaginianowag, katalizujgcag pierwszy etap
ich syntezy. Natomiast nagromadzenie wszystkich czterech aminokwaséw
powoduje silne zahamowanie znacznie przewyzszajagce sume efektéw po-
szczegblnych aminokwaséw. Jest to przyktad duzej ekonomii aparatu bio-
syntetycznego komdrki. Dzieki takiej regulacji aktywno$¢ enzymu znaj-
dujagcego sie przed rozgatezieniem szlaku metabolicznego nie jest hamo-
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wana przez produkt tylko jednej z gatezi tego szlaku, co umozliwia
powstawanie pozostatych metabolitow. Nie jest wyjasnione, czy miejsca
allosteryczne dla kazdego z tych aminokwaséw znajdujg sie w oddzielnych
podjednostkach enzymu (5) czy tez kinaza P-asparaginianowa jest kom-
pleksem Kilku enzyméw, z ktorych kazdy jest wrazliwy na inny amino-
kwas (37).

3. Ukfady wieloenzyniatyczne

Powigzanie enzymoOw katalizujgcych szereg reakcji jednego tahcucha
metabolicznego w duze zespoly stanowigce jednostke czynnos$ciowa
i strukturalng odgrywa doniostg role w regulacji metabolizmu, zwtaszcza
u organizméw wyzszych. Znaczenie zwigzkow allosterycznych pomiedzy
czasteczkami poszczegblnych enzymow w tej regulacji jest szczegdlnie
wyrazne w przypadku komplekséw enzyméw zawartych w supernatancie
po odwirowaniu struktur podkomorkowych przy 105 000 g. Dobrym przy-
ktadem takiego kompleksu jest zesp6t enzymdw katalizujgcych biosynteze
wyzszych kwaséw tluszczowych (17, 27). Zespo6t ten, zwany syntetaza
kwaséw ttuszczowych, sktada sie. z siedmiu aktywnych czasteczek biatko-
wych: enzymu kondensujgcego, dwéch reduktaz, dehydrogenazy oraz
transferaz kwasu malonowego, palmitynowego i octowego.

Poszczegdlne sktadniki tego kompleksu sag powigzane ze sobg w specy-
ficzny sposéb zapewniajacy wielorakg czynnos$¢é enzymatyczng. Rozbicie
kompleksu na poszczeg6lne enzymy znosi niemal catkowicie ich aktyw-
no$¢. Interakcja czasteczek biatkowych kompleksu nosi cechy zwigzku
allosterycznego.

Kompleksem wieloenzymatycznym jest rowniez dehydrogenaza k\yasu
pirogronowego, ktora sktada sie z 64 podjednostek enzyméw reduktazowo-
transacetylazowych otoczonych przez 16 czasteczek dekarboksylazy piro-
gronianowej i 8 czasteczek dehydrogenazy amidu kwasu liponowego
(7, 33). Po rozszczepieniu kompleksu poszczeg6lne enzymy zachowuja
wprawdzie wihasnosci katalityczne, jednakze szybko$¢é poszczegdlnych re-
akcji jest znacznie mniejsza.

Centra
1aktywne

\'  e,fral/ Kompleks
allosteryczne

Rys. 2. Interakcje allosteryczne miedzy dwoma enzymami. Zwigzek w miejscach
allosterycznych wptywa modyfikujagco na czynno$¢ katalityczng centrow aktyw -
nych (wedtug 16)
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W takich kompleksach wzajemny zwigzek miedzy miejscami alloste-
rycznymi enzymow (rysunek 2) modyfikuje czynno$¢ katalityczng kaz-
dego z nich i wptywa na powinowactwo centrum aktywnego do substratu
(16). Istnienie komplekséw enzymow rozpuszczalnych, skupiajgcych kolej-
ne etapy danej przemiany na malej przestrzeni, zapobiega rozproszeniu
enzymoOw i produktéw posrednich w cytoplazmie i zapewnia maksymalng
ekonomie proceséw biochemicznych w komorce.

Il. Koordynacja systemdw regulacyjnych w komérce

Obok juz omdwionych, dziata w komorce réwniez regulacja syntezy
enzymu i jego stezenia w komérce. Jej podstawowymi mechanizmami sg
procesy represji, derepresji i indukcji enzymatycznej (26). Procesy te sg
pod bezposrednig kontrolg aparatu genetycznego i leza u podstaw rézni-
cowania komoérkowego (19).

Mechanizm represji enzymatycznej dziata zazwyczaj réwnolegle ze
sprzezeniem zwrotnym, lecz sprzezenie zwrotne odnosi sie zwykle do jed-
nego enzymu w laricuchu metabolicznym, za$ represja obejmuje kilka
lub, jak w przypadku tzw. represji skoordynowanej, wszystkie enzymy
danego szlaku przemiany (20). Czesto ten sam etap jest pod kontrolg za-
rowno sprzezenia zwrotnego, jak represji. Mechanizm represji jest bardzo
czuty, wrazliwy na stezenia metabolitow (28) wielokrotnie nizsze niz
stezenia uruchamiajace sprzezenie zwrotne. Ujawnia sie natomiast poz-
niej, gdyz u podstaw represji lezy zahamowanie powstawania mRNA spe-
cyficznego dla syntezy danego enzymu (3).

Zwigkszenie stezenia metabolitu w komorce uruchamia przede wszyst-
kim regulacje poprzez sprzezenie zwrotne, co obniza aktywno$¢ pierwsze-
go lub kluczowego enzymu danego tancucha przemian. Wiaczenie tego
mechanizmu nastepuje w przeciggu sekund. W nastepnym etapie dotgcza
sie mechanizm represji tego samego enzymu i szeregu innych w tym #tan-
cuchu. Poniewaz w organizmach wyzszych wystepujg niemal zawsze roz-
gatezione tancuchy przemian, majace liczne ogniwa wspoélne, kontrola
tylko na zasadzie sprzezenia zwrotnego powodowataby nieréwnomierny
spadek stezenia niektdrych metabolitow przy stale podwyzszajacym sie
poziomie syntetyzowanego nadal enzymu, ktory wskutek dziatania sprze-
zenia zwrotnego ma zmniejszone powinowactwo do substratu. Powstaniu
chaosu metabolicznego zapobiega mechanizm represji enzymatycznej za-
czynajgcy dziata¢ po pewnym czasie. Gdy stezenie produktéw w komorce
obnizy sie tak, ze wystgpi zapotrzebowanie na nie witaczajg sie stosunkowo
powolne mechanizmy skoordynowanej derepresji (24). Wzrasta wéwczas
w komorce stezenie efektoréw dodatnich, ktore szybko aktywujg enzymy
allosteryczne. Skojarzone dziatanie represji, derepresji i sprzezenia zwrot-
nego zapewnia utrzymanie stezen produktéw przemiany posredniej w sta-
nie bliskim réwnowagi.
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Atkinson (1) przedstawit ten mechanizm w sposdb nastepujacy
(rysunek 3): jezeli stezenie produktu reakcji w komorce wzrasta (Al), za-
hamowanie na zasadzie sprzezenia zwrotnego pierwszego enzymu powo-
duje spadek ponizej stanu wyjsciowego poziomu produktu koncowego (A2)
i wszystkich posrednich produktdw przemiany. Po diuzszym czasie (A3)
wszystkie enzymy fancucha ulegng skoordynowanej represji i stezenie
produktdw posrednich wzro$nie do stanu réwnowagi. W poréwnaniu z mo-
mentem wyjsciowym (Al) reakcja enzymatyczna przebiega wolniej z po-
wodu nizszego stezenia i aktywnos$ci enzymu. Gdy stezenie produktéw

BRAK SYSTEMU 1 SPRZEZENIE A SPRZEZENIE

KONTROLNEGO ZWROTNE ZWROTNE / REPRESJA
A Nadmiar produktu kor)c owego
fi Nadmi ar produktow po $rednich
Q Zwiek szone zapotrzebo wanie
D
™ <

Rys. 3. Koordynacja systeméw wewnatrzkomdérkowej regulacji metabolizmu wg (1)

Grube czarne odcinki oznaczajg kolejne produkty przemiany. Linia pozioma przedstawia stan
rownowagi. Szczegbétowe objasnienia w tekscie

posrednich wzrosnie na skutek doprowadzenia ich z zewnagtrz to przy za-
chowanej biosyntezie (BI), zwiekszy sie ilos¢ produktu koncowego, ktéry
bedzie hamowat pierwszy enzym (B2) i obnizat szybkos$¢ reakcji dopoty,
dopéki tworzenie sie produktu koAcowego i poprzedzajagcych go metaboli-
tdbw nie osiggnie wielkosci poczatkowej. Skoordynowana represja enzy-
moéw posrednich z jednoczesnym zmniejszeniem zahamowania zwrotnego
powoduje szybszy powrdt stezenia wszystkich sktadnikéw do normy (B3).
Odwrotna sytuacja moze powsta¢ wobec zwiekszonego zapotrzebowania na
produkt koncowy (C) lub produkty posrednie (D). W tym przypadku dziata
mechanizm dodatniego sprzezenia zwrotnego i nastepnie skoordynowanej
derepresji (Cl — 3, DI — 3), co prowadzi do przywrdcenia rownowagi.
Schemat Atkinsona dotyczy nie tylko prostej, nierozgatezionej drogi meta-
bolicznej, ale catej skomplikowanej siatki przemian w komorce.
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Omodwione systemy regulacyjne majg podstawowe znaczenie w fizjo-
logicznej adaptacji komorki do zmian srodowiska wewnetrznego w proce-
sach dojrzewania, rozwoju i starzenia. Nie jest natomiast jasne ich zna-
czenie w reakcjach patologicznych w ustroju.

Potter (30) wysunat hipoteze, ze w nowotworach brak niektérych,
podlegajacych mechanizmom regulacyjnym, enzymoéw o podstawowym
znaczeniu w przemianach katabolicznych. Potter ttumaczyt to wystepowa-
niem delecji w elementach genetycznych sterujgcych mechanizmami kon-
trolnymi. Delecje te warunkowatyby przeksztatcenie komorek normalnych
w nowotworowe, a mogtyby byé wywotywane przez rédzne czynniki rako-
tworcze. Zdaniem Pottera spowodowane delecjami zaburzenia proceséw
indukcji, represji i derepresji prowadzg do catkowitego zahamowania syn-
tezy niektérych i nadmiernego tworzenia sie innych enzyméw. Hipoteza ta
nie utrzymata sie, poniewaz liczni autorzy wykazali obecno$¢ wszystkich
normalnych enzyméw w tkankach nowotworowych.

Siperstein i Fagan (34) stwierdzili natomiast w cyklu biosyn-
tezy cholesterolu w nowotworze watroby (w przeciwienstwie do watroby
regenerujacej) brak normalnego mechanizmu hamowania przez sprzezenie
zwrotne aktywnosci enzymu katalizujgcego synteze kwasu mewalono-
wego. Autorzy uwazaja, ze cechg charakterystyczng enzyméw tkanek
nowotworowych jest brak oddziatywania na efektory ujemne. Ttumacze-
nie tego zjawiska moze by¢ dwojakie: Zaburzenie to polegatoby na zmianie
centrum allosterycznego, co uniemozliwia wigzania efektora, lub na braku
zmian konformacji po zwigzaniu z czynnikiem allosterycznym. Nie mozna
jeszcze powiedzie¢ czy analogiczne zaburzenia regulacji wystepujg w in-
nych cyklach metabolicznych komérek nowotworowych. Stwierdzono (46)
obnizenie aktywnosci niektorych enzymdéw glikogenolizy i glikoneogenezy
w niektorych nowotworach watroby, co ttumaczono zmniejszonym powi-
nowactwem enzymu do substratu, byé moze na skutek trwatego zwigz-
ku enzymu z ujemnym efektorem allosterycznym. W heeler (48) ob-
serwowat zmiany kinetyki enzymatycznej procesow katabolicznych kwa-
sow nukleinowych w tkankach nowotworowych przypisujac je nieprawi-
dtowemu sprzezeniu zwrotnemu. Natomiast Pr ag er i wsp. (31) nie
wykazali réznic miedzy hamowaniem przez sprzezenie zwrotne karba-
moilotransferazy asparaginianowej w leukocytach normalnych i biatacz-
kowych. Wydaje sie, ze zmiany proceséw regulacyjnych enzymow tkanek
nowotworowych sg raczej wtérne i nie moga by¢ traktowane jako przy-
czyna patologicznego rozrostu.

Na uwage zastuguje szczego6lnie posta¢ tzw. miodzienczej dny mocza-
nowej, w ktorej biosynteza kwasu moczowego nie podlega normalnym
mechanizmom regulacji (10). Kluczowym enzymem biosyntezy puryn
podlegajagcym kontroli poprzez sprzezenie zwrotne jest amidotransferaza
fosforybozylopirofosforanowa. Enzym ten ma dwa centra allosteryczne:
dla rybonukleotydu adenylowego i dla rybonukleotydu guanylowego (4).
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W przypadku dny mitodzieficzej enzym ten nie jest wrazliwy na normalne
inhibitory allosteryczne, prawdopodobnie wskutek genetycznie uwarunko-
wanego defektu struktury wewnetrznej enzymu uniemozliwiajgcego wig-
zanie efektorow (36).

Na pograniczu patologii i fizjologii lezg zmiany proceséw regulacyj-
nych wywotane dziataniem lekéw z grupy S$rodkéw uspokajajgcych (1).
W narkomanii procesy regulacyjne sg przesuniete na inny poziom, totez
nagte odstawienie narkotyku wywotuje ,kryzys metaboliczny” objawia-
jacy sie w komorce nadmiarem niektorych produktéw przemiany i burzli-
wymi reakcjami ustroju. Stopniowe odstawianie leku umozliwia powrot
systemdw regulacyjnych do réwnowagi. Podobne sytuacje powstaja
w przewlektych stanach chorobowych, powodujacych diugotrwate zmia-
ny systemu kontroli, jak na przyktad w przewlekiej niewydolnos$ci kraze-
nia, czy w marskosci watroby (1).
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ANNA ODRZYWOLSKA*

Struktura i whasnosci makroglobuliny y M

Structure and Properties of Macroglobulin y\I

The properties and structure of macroglobulin y M are described.

Makroglobulina Y M jest wysokoczgsteczkowym, heterogennym biat-
kiem surowicy, zawierajgcym do 10°0 weglowodandéw i wykazujagcym ak-
tywnos$é przeciwciata; stanowi ona 5—10% wszystkich immunoglobulin.
Po raz pierwszy wykryto ja u koni hyperimmunizowanych wielocukrow-
cem pneumokokow (34). PéZniej obecnos¢ jej stwierdzono réwniez w suro-
wicach innych zwierzat oraz w normalnych i patologicznych surowicach
ludzkich. Na podstawie ruchliwosci elektroforetycznej w pH 8,6 biatko to
zaliczono do Y-globulin, wedruje ono nieco szybciej od gtéwnego sktadnika
tej frakcji — ZS"G-globuliny. W elektroforezie strefowej wystepuje mie-
dzy y i (3-globulinami. W immunoelektroforezie daje linie precypitacyjng
w strefie @ i z tego powodu bywa okreslane symbolem @M. Ciezar
czasteczkowy YM-globulin jest rzedu 1 miliona. Warto$¢ statej sedymen-
tacji gtdbwnej komponenty tej frakcji biatek wynosi 19S i od niej wywodzi
sie spotykana czesto nazwa 19S Y-globulina. Wedtug Komitetu Nomenkla-
tury dla ludzkich immunoglobulin przy Swiatowej Organizacji Zdrowia
wysokoczasteczkowe Y-globuliny oznacza sie symbolami yM, lub IgM.

Stosujac metody chemiczne i enzymatyczne rozbito czasteczki Y-globu-
lin na mniejsze jednostki strukturalne i indywidualne tancuchy polipep-
tydowe. Najdoktadniej sg scharakteryzowane globuliny klasy yG. Na tej
frakcji opracowano model podstawowej struktury sktadajgcej sie z dwoch
ciezkich i dwéch lekkich tancuchow polipeptydowych, potagczonych miedzy
sobg mostkami dwusiarczkowymi i wigzaniami niekowalencyjnymi (23,
29). Lancuchy lekkie sg podobne, albo identyczne u wszystkich poznanych
dotagd typéw Y-globulin, natomiast fafcuchy ciezkie sa specyficzne dla
kazdej klasy. Wyniki badan nad strukturg i wiasnosciami immunoglobulin
przedstawiono w wyczerpujacych artykutach przegladowych (5, 28, 43,
67), uwzgledniajgcych gtownie obserwacje odnoszace sie do najlepiej po-

* Mgr, Zaktad Biochemii Instytutu Reumatologii, Warszawa
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znanych czastek 7SyG-globulin. Obszerne informacje o wtasnosciach sero-
logicznych immunoglobulin klasy yG i yM mozna znalez¢ w pracy P i-
ke, a (58).

Fizykochemiczne dane o makroglobulinach sg jeszcze fragmentaryczne,
wskazujg jednak na istnienie podobienstw miedzy yM i yG-globulinami.

Wiekszo$¢ badan przeprowadzono na makroglobulinach typu Walden-
stroma, ktore sg patologicznym odpowiednikiem yM globulin normalnych,
nie rozniag sie od nich pod wzgledem skiadu aminokwaséw i posiadaja
wspdblne z nimi determinanty antygenowe (40, 44, 52).

I. Otrzymywanie yM-globuliny

Uzyskanie wzglednie jednorodnego preparatu 19S globulin jest trudne.
Proces ich otrzymywania sktada sie zazwyczaj z dwdch etapow. W pierw-
szym oddziela sie je od gtdwnej masy biatek surowicy, najczesciej droga
wytracania przy niskiej sile jonowej przez rozcienczenie surowicy wodg
(24, 33, 49), albo dialize wobec buforu (12, 25). Nastepnie wyodrebnia sie
frakcje 19S za pomocg chromatografii na DEAE celulozie (25) lub sgczenia
na zelach agarowych (49). Chaplin i wsp. (12) otrzymali czystg frakcje
yM-globuliny stosujac kolejno dialize, ultrawirowanie w gradiencie ges-
tosci, chromatografie na DEAE celulozie i saczenie przez Sephadex G 200.
Onue i wsp. (56) otrzymali w wysokim stopniu oczyszczony preparat
przez potaczenie metody elektroforetycznej na blokach agarowych i sgcze-
nie przez Sephadex G 200.

Il. Wiasnosci fizykochemiczne

Ciezary czasteczkowe y M-globulin ludzkich i zwierzecych oznaczone
réznymi metodami mieszczg sie w granicach od 0,75 do 1,28X106 (7, 32,
41, 42, 49, 50). W ultrawirowce zaréwno normalne, jak i patologiczne
y M-globuliny wykazuja charakterystyczng heterogenno$¢: okoto 90%
frakcji stanowi komponenta o statej sedymentacji miedzy 17—20S, po-
zostata cze$¢ — czastki okoto 30 i 35—40S, bedace prawdopodobnie
dimerem i trimerem gtownego skiadnika (30, 32, 49).

Dla oznaczenia cech morfologicznych przeciwciat Almeida i wsp.
(1) immunizowali Swinki morskie wirusem FMDV (foot and mouth disease
virus) i porownywali w mikroskopie elektronowym kompleksy utworzone
przez wirus z izolowanymi 7S i 19S immunoglobulinami. Obydwa rodzaje
przeciwciat w obrazie mikroskopowym majg posta¢ witdkna o rozmiarach
w przyblizeniu, dla 7S globulin 27X250 A, dla 19S5 globulin 50X370 A.

Globuliny klasy y M sg nierozpuszczalne w wodzie, rozpuszczajg sie
w obojetnych roztworach soli i w alkaliach. W pH 11,9 ulegajg czesScio-
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wej denaturacji (39). Usuniecie wody przez liofilizacje prowadzi do zmian
strukturalnych i biatko staje sie nierozpuszczalne (41). Guanidyna i de-
tergenty powodujg odwracalne zmiany z wzrastajgcg asymetrig we wzo-
rze sedymentacji. Te efekty wigze sie z odwracalng asocjacjg czastek (8).
Nie stwierdzono zmian w statych sedymentacji przy réznych pH w gra-
nicach 3,5—8,6 i w 6,6M roztworze mocznika. Ultradzwieki nie powodujg
rozbicia makroczasteczki na podjednostki (60). Duze rozhieznosci wyka-
zuja wartosci granicznej liczby lepkosci, ktére dla réznych preparatéw
makroglobulin wahajg sie od 0,06 dlg-1 do 0,2 dlg-1 (8, 36, 39, 49).
Punkt izoelektryczny zawarty jest w przedziale pH 6,4—7,7 (8, 39).

I11. Struktura yM globulin

1. Degradacja chemiczna

Pod wptywem zwigzkéw sulfhydrylowych, na przyktad merkaptoeta-
nolu, makroczasteczka ulega rozbiciu na podjednostki o statej sedymen-
tacji okoto 7S (19, 24). Po usunieciu czynnika redukujacego podjednostki
te tworzg agregaty okoto 13 i 18S, ktére mozna ponownie rozbi¢ dzia-
tajac czynnikiem redukujacym (20). Wprowadzenie zwigzkéw blokuja-
cych grupy sulfhydrylowe zapobiega powstawaniu agregatéw (17, 18).
Dziatanie innymi zwigzkami redukujgcymi: cysteing i tiotreitiolem pro-
wadzi réwniez do rozbicia makroczasteczki na podjednostki, oznaczone
symbolem y M$ o bardzo podobnych wartoSciach statej sedymentacji
i ciezarze czasteczkowym 185 000 (49). Mostki siarczkowe sg prawdopo-
dobnie jedynymi wigzaniami tgczgcymi podjednostki w makroczasteczki
19S, poniewaz w warunkach, w ktérych wigzania niekowalencyjne ule-
gajg rozerwaniu, czasteczki 19S nie rozpadajg sie (19). Fakt, ze po redukcji
nie zwieksza sie ilos¢ N-koncowych aminokwasow, wskazuje, ze wigzania
peptydowe roéwniez nie biorg udziatlu w #gczeniu podjednostek (50, 55,
60). Zalkilowane monomery 7S (y M$) podobnie jak zredukowane y G-
-globuliny ulegajg w $rodowisku IN kwasu octowego lub propionowego
dysocjacji na tancuchy polipeptydowe ciezkie i lekkie (26, 42). Ciezary
czasteczkowe lekkich tancuchow zaréwno yM, jak i yG-globulin wynoszg
okoto 23 000 (15, 26, 64), natomiast tancuchy ciezkie y M-globulin (3
majg wiekszy ciezar czasteczkowy (okoto 70 000) niz tancuchy ciezkie
y G-globulin (okoto 50 000) (15, 42, 57, 65).

llos¢ grup -SH uwalnianych podczas redukcji y M-globulin wskazuje
na obecnos$¢ 24—25 wigzan dwusiarczkowych w czasteczce (50). Poniewaz
redukcja tej iloSci wigzan wystarcza do uwolnienia wszystkich tancu-
chow peptydowych, a w stosowanych warunkach tylko wigzania miedzy-
tancuchowe ulegajg rozerwaniu, liczba ta reprezentuje catkowitg ilos¢
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wigzah miedzytancuchowych. Na podstawie proporcji tancuchéw ciezkich
i lekkich w podjednostkach y Ms i stosunku grup sulfhydrylowych na
tancuchach ciezkich i lekkich (4:1), Miller i Metzger (50, 51)
uwazajg za prawdopodobne, ze jej podstawowa struktura nie rézni sie
od czterotancuchowego modelu przyjetego przez wiekszos¢ badaczy dla
czasteczki y G-globulin (26, 27, 45, 59).

2. Charakterystyka tafncuchéw

tancuchy lekkie y M iy G-globulin wykazujg wiele wspélnych cech.
Jednakowo zachowuja sie w elektroforezie na zelu skrobiowym w buforze
mocznik—kwas mréwkowy pH 5,3 i mocznik—glicyna w $rodowisku obo-
jetnym (9, 15), majg podobny skiad aminokwasowy i sg nosicielami
determinant antygenowych, wspdinych dla obu klas globulin (12, 15, 16,
30).. Znaczne rbéznice wykazano pomiedzy ‘tancuchami ciezkimi, ktore
posiadajg determinanty antygenowe specyficzne dla kazdej klasy glo-
bulin (14, 31). W elektroforezie tancuchy iayM-globulin wykazujg mniejsza
ruchliwos$é niz tancuchy y (14). Przy tym samym jakosciowym sktadzie
aminokwasowym tancuchéw y i mstwierdzono do$¢ znaczne réznice ilos-
ciowe. tancuchy ludzkich y M-globulin zawierajag wiecej alaniny, argi-
niny iizoleucyny, a mniej seryny i tyrozyny w poréwnaniu z fancuchami
y (12). U krolikéw w ciezkich tancuchach IgM zawarto$¢ seryny, alaniny
i fenyloalaniny jest wyzsza, a kwasu asparaginowego mniejsza (42).

Analiza aminokwaséw skrajnych wskazuje na obecno$¢ réznych tan-
cuchéw peptydowych. Podobnie jak w ludzkiej y G-globulinie jako N-
-koncowe aminokwasy w przewadze wystepujg kwasy asparaginowy
i glutaminowy (4, 37, 60), znaleziono rowniez seryne, alamine i glicyne
(39). Dwupeptydowag sekwencje C-koAcowych aminokwaséw stanowi
prawdopodobnie tyrozylocysteina, chociaz nie wyklucza sie mozliwosci
sekwencji odwrotnej (22).

Z polipeptydowymi ‘tancuchami, przede wszystkim ciezkimi yG
i y M-globulin zwigzana jest komponenta weglowodanowa. W tancuchach
n jest jej prawie czterokrotnie wiecej, niz w tancuchach vy.

Czesci peptydowa i wielocukrowa w y G-globulinach potgczone sg
wigzaniem kowalencyjnym przez (5-karboksyl kwasu asparaginowego (53,
61). W makroglobulinach prawdopodobnie réwniez wystepuja wigzania
kowalencyjne (39). W réznych obszarach ciezkiego tancucha v jest roz-
mieszczonych 5 6 tancuchéw oligosacharydowych (3).

Glikopeptydowa frakcja y M i y G-globulin r6znig sie znacznie skta-
dem aminokwasowym. Clamp i Putnam (13) wyqg*irebnili z y G-
-globuliny ludzkiej dwa glikopeptydy, ktore zawieraly asparagine, treo-
nine, seryne, kwas glutaminowy, tyrozyne i arginine. W frakcjach gliko-
peptydowych makroglobuliny Waldenstroma oprdécz asparaginy, kwasu
glutaminowego, seryny i treoniny wystepujgcych w takich samych lub
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podobnych proporcjach jak w yG-globulinach, stwierdzono réwniez
obecnos¢ lizyny, fenyloalainy, proliny, glicyny, alaniny i histydyny, a brak
tyrozyny i argininy (3).

3. Rozszczepienia enzymatyczne

Trawienie y M-globulin enzymami proteolitycznymi prowadzi do roz-
szczepienia makroczasteczki na fragmenty o mniejszych ciezarach czg-
steczkowych. Pappenheimer i Peterman (cytowane wediug
33) uzywajgc pepsyny odszczepili z mato oczyszczonego preparatu imrriu-
globuliny konskiej o ciezarze czgsteczkowym okoto 1 miliona, fragment
0 ciezarze czasteczkowym okoto 100 000, ktéry uwazali za identyczny
z fragmentem pepsynowym yG-globulin. Harboe (33) stwierdzit jed-
nak, ze yM-globulina trawiona pepsyng ulega znacznie szybszemu i dalej
posunietemu rozktadowi niz yG-globulina hydrolizowana w tych samych
warunkach, a niedializujagcy fragment *M-globuliny jest lzejszy od pep-
synowego fragmentu yG-globuliny. Mihaesco i Seligmann (48)
z hydrolizatu pepsynowego makroglobuliny Waldenstroma, uzyskali dwie
frakcje. Lzejsza, stanowigcg okoto 80% materiatlu reprezentujg drobne
peptydy. W drugiej frakcji wystepuje sktadnik homogenny przy ultrawi-
rowaniu, ktéry w immunoelektroforezie z anty IgM daje jedna linie pre-
cypitacyjng. Z badan podwdjnej dyfuzji w zelu wynika, ze fragment ten
jest antygenowo ubozszy od natywnej yM i podjednostki yMs, ale zawiera
wszystkie determinanty antygenowe tancuchéw lekkich i czes¢ determi-
nant antygenowych tafcuchow ciezkich, podobnie jak fragmenty wigzace
antygen (Fab) yG-globulin.

Miller i Metzger (51) trawili trypsyna nienaruszong czastke
YM-globuliny i powstajacg przez jej redukcje podjednostke y Ms (sche-
mat 1). Z y M-globuliny powstaje mieszanina produktéw, z ktérej przez
sgczenie przez Sephadex G 100 wyodrebniono trzy wysokomolekularne
sktadniki: A, B i C. Natura komponenty A nie zostala wyjasniona.
Komponente B, o ciezarze czgsteczkowym 114 000, stanowi fragment zio-
zony z tancuchow ciezkich i lekkich, homogenny pod wzgledem sedy-
mentacji i jednorodny w immunoelektroforezie. Fragment C ma ciezar
czgsteczkowy 47 000, zawiera determinanty antygenowe tafncuchéw ciez-
kich i lekkich. Wystepuje w nim pojedynczy mostek dwusiarczkowy.
W wyniku trawienia yMs powstajg dwa produkty: ywm s i ywm s
Fragment yMs-1 odpowiada potowie czasteczki niezredukowanego frag-
mentu B i jest z nim identyczny pod wzgledem antygenowym. Fragment
Ywm s-11 rézni sie nieznacznie ciezarem czasteczkowym od fragmentu c.
aw porownaniu zywm s-1 jest ubozszy o pewne determinanty antygenowe
tancucha ix Redukcja fragmentéw B i C prowadzi odpowiednio do pow-
stania produktow y Ms-l1 i Ywm s-ii. Trypsynowe fragmenty y M-globulin
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wykazujg uderzajgce podobienstwo do pepsynowych i papainowych frag-
mentow Fab y G-globulin (10, 45, 54).

Badania nad trawieniem papaing w obecnosci cysteiny przeprowadzito
kilku autorow na preparatach makroglobuliny Waldenstroma (21, 46, 48,
56) oraz na normalnej IgM krélika (66). Mihaesco i Seligmann
(48) po 24-godzinnej hydrolizie enzymatycznej otrzymali mieszanine pro-
duktéw, ktora na zelu Sephadeoc G 100 rozdziela sie na 4 frakcje. W pier-
wszej wystepuje fragment ubozszy antygenowo od natywnej czasteczki,
od podjednostki y Ms i petnego preparatu tancuchoéw ciezkich i nie zawie-

Schemat 1. Rozszczepienie trypsyng y M-globuliny i podjednostki '/Ms

----------------- tancuch ciezki, - tancuch lekKi............ wigzanie dwusiarczkowe, —i— zre-
dukowane wigzanie dwusiarczkowe

rajacy determinant antygenowych tancuchéw lekkich. Frakcja ta stanowi
2—5°0 catkowitego biatka i odpowiada prawdopodobnie fragmentowi
krystalizujgcemu (Fc) y G-globulin. We frakcji drugiej wystepuje poje-
dynczy produkt prawie identyczny z pepsynowym fragmentem Fab y M,
ale o nieco wiekszej ruchliwos$ci elektroforetycznej. Frakcji trzeciej
i czwartej zawierajacych mieszanine mniejszych fragmentéw nie anali-
zowano. llo$¢ dializujgcych peptydéw wynosi okoto 60% catkowitego
biatka. Onue i wsp. (56) trawili papaing w obecnosci cysteiny podjed-
nostke y Ms. Po 16-godzinnej hydrolizie 48% biatka ulega rozpadowi do
dializujacych peptydéw. Reszta uwalnia sie w postaci mieszaniny frag-
mentow 3,2S, o ciezarze czasteczkowym 50 000, sktadajacych sie z nie-
naruszonych tancuchéw lekkich i czesci tancuchéw ciezkich. Wykazujg
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one wiele cech wspélnych z fragmentem Fab 7 G. Po krotkotrwatym
trawieniu papaing (45 min.) autorzy uzyskali frakcje odpowiadajaca
(Fc) YG-globulin, ktéra zawiera wiekszo$¢ determinant antygenowych
wystepujacych w nienaruszonej czasteczce. Z tym odcinkiem tancuchdéw
ciezkich zwigzana jest wiekszo$¢ komponenty weglowodanowej. Ungar -
Waron i wsp. (66) ztrawionej papaing krdliczej globuliny IgM uzyskali
dwie frakcje, odpowiadajgce fragmentom Fab | i Fab Il 1gG. Obie frakcje
reagowaty z surowicg anty Fab IgG, prawdopodobnie na skutek obecnosci
wspolnych determinant antygenowych w tancuchach lekkich yM i YG-
globulin.

Na podstawie uzyskanych dotychczas danych uwaza sie ze makrocza-
steczka y M-globulin sktada sie z 5 podjednostek YMs, a caly uktad
pentameryczny stabilizowany jest mostkami dwusiarczkowymi miedzy
tancuchami ciezkimi podjednostek. Liczba i lokalizacja wigzan taczacych
podjednostki nie jest znana. Poniewaz podjednostki YMs wykazujg ten-
dencje do tgczenia sie w czagsteczke o okreSlonej wielkoS$ci, a nie tworza
przypadkowych polimeréw, Miller i Metzger (50) dyskutujg mozli-
wos$¢ uporzadkowania podjednostek w termodynamicznie stabilny pier-
Scien.

Z wartosci czaséw relaksacji, uzyskanych na podstawie pomiaréw
polaryzacji fluorescencji makroczasteczki, podjednostki YMs i trypsy-
nowego fragmentu Fab n sprzezonych z chlorkiem 2-dwumetyloamino-
naftalenosulfonylu, Metzger i wsp. (47) przypisuja YM-globulinie
konformacje elastyczng, to jest takg, w ktorej poszczegdélne komponenty
makrostruktury nie sg zwigzane ze sobg w sposob sztywny.

Spos6b utozenia tancuchdéw wewnagtrz czgsteczki nie jest znany.
Jirgenson (38) badajgc dyspersje rotacji optycznej YM-globulin
stwierdzit istnienie a-heliksu w czasteczce. Callagham i Martin
(6) na podstawie wartosSci z zachowania sie skrecalno$ci optycznej w po-
larnych i niepolarnych rozpuszczalnikach sugerujg obecno$é prawoskret-
nej a-spirali i form p w czasteczce.

IV. Zwigzek pomiedzy strukturg i funkcjg przeciwciata

Immunoglobuliny YM wykazujg cechy przeciwcial kompletnych, co
w reakcji serologicznej wyraza sie zdolnos$cig do swoistego tgczenia sie
z antygenem, a w zalezno$ci od badanego uktadu, precypitacja, agluty-
nacja, liza lub neutralizacja wirusa. Uzyskane przez zredukowanie makro-
czgsteczki podjednostki yMs, w przeciwienstwie do zredukowanych
YG-globulin, tracg zdolno$¢ do wywotania drugiego etapu reakcji sero-
logicznej, co nie jest spowodowane uszkodzeniem miejsc wigzacych
antygen. Zdolno$¢ wigzania antygenu jest zachowana w przypadku
przeciwciat anty Rh, ktore po redukcji dawaty pozytywng reakcje w tescie
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Coombsa (11). Okazato sie, ze zredukowane izoaglutyniny powoduja
hamowanie aglutynacji przez natywne izoaglutyniny (35). Uzyskano tez
specyficzne hamowanie nie zredukowanego homologicznego systemu pre-
cypitujgcego przez produkty redukcji wysokoczasteczkowych przeciwciat
skierowanych na albumine surowicy bydlecej (2). Podjednostki uzyskane
przez redukcje i alkilacje IgM anty-Y-globulin wykazujg aktywnos$é anty
y-globulinowg (62,63). Bezposredniego dowodu zachowania aktywnosci
wigzania antygenu przez podjednostki dostarczyta radioimmunoelektro-
foreza zredukowanych makroglobulin krélika z aktywnoscig przeciwciata
skierowang na p-azobenzoarsenian (55).

Utrata zdolnosci do wywotania widocznego efektu reakcji serologicz-
nej przez podjednostki y Ms nie zostata dotychczas wyjasniona. Propono-
wany przez Millera i Metzgera (51) model struktury podjed-
nostki 7S uzyskanej przez redukcje i alkilacje immunoglobulin y M
zaktada istnienie dwoch miejsc potencjalnie zdolnych do wigzania anty-
genu, co w przypadku 7S y G-globulin jest wystarczajgcym warunkiem
dla zachowania petnej aktywnos$ci przeciwciala nawet po traktowaniu
czynnikami redukujgcymi (17). Nie wyklucza sie mozliwosci, ze odreb-
nosci w zachowaniu aktywnos$ci przeciwciata w zredukowanych y G-glo-
bulinach i podjednostkach y Ms wynikajg z réznic miedzy innymi obsza-
rami czasteczki, niz miejsca wigzace antygen.

Wydaje sie, ze do wyjasnienia tego zagadnienia bedg mogty przy-
czyni¢ sie badania nad aktywnoscig przeciwciata w dwuwartosciowych
fragmentach y M-globulin, otrzymywanych przez kontrolowang w czasie
hydrolize enzymatyczna, prowadzong w nieobecnosci czynnikéw redu-
kujacych.
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MAGDALENA JELENSKA*

Niektore zagadnienia metabolizmu proliny
Some Problems of Proline Metabolism

The actual views on the proline metabolism are presented

Proline (kwas pirolidyno-2-karboksylowy), piecioweglowy aminokwas
0 budowie pierscieniowej, otrzymat Wilstatter w roku 1900 na drodze
syntezy z estru a, 5-dwubromopropylomalonowego, a w rok pézZzniej Emil
Fischer wyodrebnit jg z hydrolizatéw kazeiny. Prolina jest szeroko roz-
powszechniona i wystepuje niemal we wszystkich biatkach. Najwyzszg jej
zawarto$¢ znaleziono w kolagenie (14,7%) oraz w zelatynie (16,4%) (22).
Prolina odgrywa szczeg6lng role w ksztaltowaniu struktur czasteczek
biatkowych, gdyz wywotuje zaburzenia struktury a-heliksu. Poznano
dotychczas dwa zwigzki, ktore moga wbudowywaé sie do czasteczek
biatek w miejsce proliny: kwas azetydyno-2-karboksylowy i 3,4-dehydro-
proline (19, 20). Wbudowanie tych analogéw do biatek Escherichia coli
1 kietkow bobu powoduje zahamowanie wzrostu.

Juz w pierwszych badaniach nad metabolizmem proliny zwré6cono
uwage na pokrewienstwo strukturalne piecioweglowych aminokwasow:
proliny, kwasu glutaminowego, ornityny i hydroksyproliny. W toku dal-
szych badan udato sie ustali¢ wzajemne biochemiczne powigzania miedzy
nimi (schemat 1).

I. Zaleznosci metaboliczne miedzy kwasem glutaminowym a proling

1. Przemiana kwasu glutaminowego w proline

W 1910 roku Adberhalden (2) zaobserwowat, ze kwas glutami-
nowy moze zastgpi¢ proline w diecie warunkujacej normalny wzrost

* Mgr inz., Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych,
W arszawa

Wykaz stosowanych skrotow: A'-PYR-5-CA — kwas pirolino-5-karboksylowy,
A'-PYR-2-CA — kwas pirolino-2-karboksylowy A'~PiP-2-CA — kwas piperydyno-2-
-karboksylowy
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mitodych pséw. Bezposredniego dowodu przemiany kwasu glutaminowego
w proline dostarczyli Sallach, Koeppe i Rose (44), ktérzy po
podaniu szczurom w diecie kwasu glutaminowego znakowanego 14C
stwierdzili wbudowanie izotopu do czasteczek proliny. W badaniach nad
posrednimi etapami tej przemiany uzywano mutantow drobnoustrojéw,
w ktérych biosynteza proliny byla blokowana na réznych etapach.
Abderhalden przypuszczal, ze zwigzkiem posrednim jest bezwodnik kwasu
glutaminowego — kwas 2-pirolidyno-5-karboksylowy. Forbes i Se-
va g (18) zaobserwowali, ze cho¢ zwigzek ten moze zastgpi¢ kwas glu-
taminowy jako czynnik wzrostowy dla auksotrofu M. pyrogenes, nie jest
jednak czynnikiem wzrostowym dla auksotroféw prolinowych E. coli
i M. pyrogenes. Nie stwierdzono rowniez jego przemiany w kwas gluta-
minowy ani w proline w skrawkach nerki i watroby (35), co wskazuje,
ze nie jest on prekursorem proliny. Produktem pos$rednim w przemianie
kwasu glutaminowego w proling, jak wykazali Vogel i Davis (62)
jest Y-semialdehyd glutaminowy, ktéry pozostaje w réwnowadze z kwa-
sem A'-pirolino-5-karboksylowym (A" PYR-5-CA). Autorzy ci badali r6zne
mutanty E. coli: dla E. coli ,55-1” substancjg wzrostowg byta prolina,
dla E. coli ,55-25” — prolina lub y-semialdehyd glutaminowy, a dla
E. coli ,,22-64” — prolina, y-samialdehyd glutaminowy i kwas glutami-
nowy. Te rdzne zapotrzebowania na czynniki wzrostowe Vogel i Da-
vis tlumaczyli istnieniem blokow metabolicznych. Pierwszy z mutantow
nie zawierat reduktazy pirolinowej redukujgcej A'-PYR-5-CA do proliny
1 dlatego ani kwas glutaminowy ani y-semialdehyd glutaminowy nie
podtrzymywaly jego wzrostu. Drugi mutant nie wykazat zdolnosci do
redukcji kwasu glutaminowego i dlatego w obecnosci tego zwiazku bak-
terie nie rosty. U trzeciego mutanta E. coli nie bylo Zzadnego bloku
w przemianie kwasu glutaminowego w proline i w tym przypadku bak-
terie rosty w obecnosci ktéregokolwiek z trzech podawanych zwigzkéw.
Ta droga syntezy istnieje tez u Neurospora crassa, Torula utilis, Asper-
gillus nidulans i innych mikroorganizméw (1, 47, 53, 64, 67, 69, 71), oraz
w organizmach zwierzecych (36, 44, 48).

Cyklizacja y-semialdehydu glutaminowego do A'-PYR-5-CA (reakcja
2 w schemacie 1) jest nieenzymatyczna (56, 62). Dwie pozostate reakcje
tego szlaku wymagajg natomiast udziatu enzymow (54, 55, 62, 64, 71).

Mechanizm redukcji kwasu glutaminowego (reakcja 1 w schemacie 1)
do jego y-semialdehydu nie jest jeszcze catkowicie wyjasniony (49, 54,
55). Przypuszcza sie, ze jest on taki sam jak redukcji kwasu asparagino-
wego do y-semialdehydu asparaginowego. Rowniez enzym Kkatalizujacy
redukcje kwasu glutaminowego nie zostat dotychczas blizej poznany.

Redukcja A'-PYR-5-CA (reakcja 3 w schemacie 1) przebiega w obec-
nosci zred. NADP lub zred. NAD i reduktazy pirolinowej wystepujacej
we frakcji biatek rozpuszczalnych (36, 47, 48, 69, 71). Enzym ten jest
nietrwaty, jednak oczyszczono go 40-krotnie z ekstraktow N. crassa (71)
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oraz 160-krotnie z watroby cielecej (36). Prolina jest jedynym zwigzkiem
powstajagcym w wyniku redukcji A'-PYR-5-CA. Wskazuje na to réwno-
waznos$¢ ilosci produktow powstajacych w reakcji:

A'-PYR-5-CA + zred.NADP + H+ = Prolina + NADP
(zred.NAD) (NAD)

Bakteryjna reduktaza pirolinowa (24, 71) jest bardziej aktywna w obec-
nosci zred. NADP, a enzym z watroby zwierzecej — w obecnosci zred.
NAD (36, 48). Optymalne pH dla reduktazy pirolinowej wynosi okoto
7 niezaleznie od pochodzenia enzymu (36, 47, 48, 71). Reduktaza piroli-
nowa jest enzymem sulfhydrylowym (36, 47, 48, 71), na co wskazuje
czeSciowa jego inaktywacja przez inhibitory grup -SH i reaktywacja
po dodaniu niskoczgsteczkowych zwigzkéw tiolowych (glutation, mer-
kaptoetanol).

Poniewaz cyklizacja do A'-PYR-5-CA jest odwracalna przypuszczano,
ze wiasciwym substratem reduktazy pirolinowej jest y-semialdehyd glu-
taminowy. Smith i Greenberg (48) zauwazyli, ze reduktaza piro-
linowa jest silnie hamowana przez substancje blokujgce grupy tiolowe jak
p-chlorobenzoesan rteci, jodozobenzen oraz sole metali ciezkich, ktérych
dziatanie mozna znie$¢ dodajagc y-semialdehyd glutaminowy. Na pod-
stawie tych faktow i w oparciu o powszechnie znang zdolno$¢ aldehydow
do reakcji z merkaptanami, autorzy wysuneli hipoteze, ze substratem
reduktazy pirolinowej jest Y-semialdehyd glutaminowy, ktdry wigze sie
z grupa sulfhydrylowag w centrum aktywnym enzymu. Hipotezy tej nie
potwierdzity wyniki prac Peisacha i Streckera (36), ktorzy ba-
dajac bardziej oczyszczony preparat enzymatyczny nie stwierdzili ochron-
nej roli substratu wobec hamujgcego dziatania Cu2+ i Cd2+ na enzym.
W zwigzku z tym wysuneli oni przypuszczenie, ze stymulujgce dziatanie
niskoczasteczkowych zwigzkéw tiolowych wskazuje na udziat grup -SH
w utrzymaniu struktury reduktazy pirolinowej w formie aktywnej, co
nie oznacza jednak, ze grupy sulfhydrylowe wystepujg w centrum
aktywnym enzymu. Badajac za$ dziatanie enzymu na pewne zwigzKki
0 strukturze podobnej do 7-semialdehydu glutaminowego i A'-PYR-5-CA
autorzy doszli do wniosku, ze wHaSciwym substratem reduktazy pirolino-
wej jest jednak kwas A'-pirolino-5-karboksylowy.

2. Przemiana proliny w kwas glutaminowy

Utlenianie proliny poprzez y-semialdehyd glutaminowy do kwasu
glutaminowego zaobserwowano w wielu organizmach zwierzecych, drob-
noustrojach, oraz u niektérych roslin i owadéw (7, 8, 21, 36, 43, 47, 48,
57, 59, 60, 68, 69, 71). Stetten i Schoenheimer (51) po podaniu
szczurom w diecie proliny znakowanej deuterem i ciezkim azotem odnaj-
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dowali obydwa izotopy w kwasie glutaminowym. Utlenienie proliny
katalizowane jest przez oksydaze prolinowg (reakcja 3 w schemacie 1)
i dehydrogenaze pirolinowag (reakcja 1 w schemacie 1). Enzymy te s3g
rézne od katalizujgcych przemiane kwasu glutaminowego w proline.
Oksydaza proliny zlokalizowana jest w mitochondriach (14, 25), podczas
gdy reduktaza pirolinowa katalizujgca reakcje odwrotng, wystepuje we
frakcji rozpuszczalnej (36, 47, 48, 69, 71). O istnieniu oksydazy prolinowej
niezaleznie od reduktazy pirolinowej Swiadczy réwniez istnienie mutanta
E. coli, u ktoérego znaleziono oksydaze, natomiast nie stwierdzono obec-
nosci reduktazy (21).

Johnson i Strecker (25) badajac oksydaze prolinowag w mito-
chondriach watroby szczura doszli do wniosku, ze jest to enzym flawi-
nowy. Erecinska i Szarkowska (14, 15) wyodrebnity i czeSciowo
oczyscity oksydaze prolinowg z mitochondriow nerki i watroby szczura,
oraz dostarczyty dalszych dowoddéw, ze jest ona enzymem flawinowym.

Kwas A'-pirolino-5-karboksylowy powstajacy z proliny w wyniku
dziatania oksydazy prolinowej jest utleniany dalej do kwasu glutamino-
wego przez dehydrogenaze pirolinowg (13, 57).

Omowiony szlak metaboliczny proliny potaczony jest z cyklem kwas6éw
trojkarboksylowych poprzez kwas a-ketoglutarowy. Nie jest to jedyna
mozliwa droga tgczaca proline z cyklem Krebsa. Chung-Mei-Ling
i Hedrick (9) doniesli ostatnio o wystepowaniu u drozdzy Hansenula
subpelliculosa dwoch oksydaz prolinowych. Jedna z nich jest identyczna
Z wyzej opisang, druga natomiast katalizuje utlenianie proliny do kwasu
A'-pirolino-2-karboksylowego (A'-PYR-2-CA) (reakcja 4 w schemacie 1).
Utlenianie to moze by¢ poczatkiem dalszych przemian prowadzacych do
kwasu a-ketoglutarowego.

Nalezatoby jeszcze wspomnie¢ o innych mozliwo$ciach powstawania
7-semialdehydu wystepujagcego w przemianie kwasu glutaminowego do
proliny. Oprocz kwasu glutaminowego prekursorem moze by¢ réwniez
kwas a-amino-8-hydroksywalerianowy (reakcja 5w schemacie 1), Y ur a
i Vogel (70) znalezli bowiem u N. crassa enzym katalizujgcy te reakcje.
Przemiany tej nie stwierdzono u badanych mutantéw E. coli (62) ani
w nerce (35).

Il. ZaleznoSci metaboliczne miedzy ornityng a proling

Schoenheimer i wsp. (42, 51) analizujgc sktad aminokwasowy
biatek po podaniu myszom ornityny znakowanej deuterem stwierdzili,
ze ornityna moze byé prekursorem proliny. Przeksztatcenie ornityny
moze zachodzi¢ na dwoch drogach: transaminacji lub oksydacyjnej deza-
minacji. Przy transaminacji, lub oksydacyjnej dezaminacji grupy ct-ami-



442 M. JELENSKA 6]

nowej ornityny (reakcja 6 w schemacie 1) powstaje kwas a-keto-8-ami-
nowalerianowy pozostajagcy w rownowadze z kwasem A'-pirolino-2-kar-
boksylowym. Natomiast transaminacja, lub oksydacyjna dezaminacja gru-
py S-aminowej (reakcja 7w schemacie 1) prowadzi do y-semialdehydu glu-
taminowego bedacego w rownowadze z kwasem A'-pirolino-5-karboksy-
lowym. Obydwa te zwigzki pirolinowe (A'-PYR-5-CA i A'-PYR-2-CA)
moga by¢ redukowane do proliny (schemat 1). Nie zaobserwowano jednak
aby ulegaly one wzajemnej przemianie jeden w drugi (34).

Kwas a-keto-S-aminowalerianowy moze powsta¢ z D-proliny i d-
ornityny w obecnosci oksydazy D-aminokwaséw izolowanej z nerki (28,
45), oraz z L-proliny pod dziataniem oksydazy L-aminokwasow nerKki
lub watroby szczura (5). L-ornityna natomiast okazata sie substratem
jedynie dla preparatow oksydazy z watroby indyka (6). Oksydacyjna
dezaminacja ornityny prowadzgca do powstania kwasu a-keto-8-amino-
walerianowego zachodzi z niewielkg wydajnoscig. Druga reakcja, ktdrej
produktem jest rowniez kwas a-keto-8-aminowalerianowy, a mianowicie
reakcja transaminacji ornityny, ma miejsce tylko w przypadku zabloko-
wania grupy 8-aminowej ornityny (30). Prawdopodobnie wiec powstawa-
nie proliny z ornityny poprzez A'-PYR-2-CA nie ma wiekszego znacze-
nia biologicznego. Niektore tkanki zwierzece, rosSlinne, oraz niektore
drobnoustroje wykazujg jednak zdolno$¢ redukcji A'-PYR-2-CA do
proliny (33, 38). Badania przeprowadzone z czeSciowo oczyszczonymi
preparatami enzymatycznymi z watroby i nerki szczura (33) wskazuja,
ze redukcja A'-PYR-2-CA do L-proliny katalizowana jest przez enzym
czynny w przemianie kwasu piperydyno-2-karboksylowego (A'-PIP-2-CA)
do kwasu pipekolinowego. Znaczenie tej reduktazy w przemianie ornityny
w proline nie jest jeszcze dostatecznie jasne.

Za istnieniem przemiany proliny w ornityne poprzez y-semialdehyd
glutaminowy (reakcja 7 w schemacie 1) przemawiajg dos$wiadczenia
Stettena (52). Badat on metabolizm 4, L-ornityny znakowanej 19N w po-
zycji a lub 8 Wiekszo$¢ izomeru « byta wydalana z moczem, a azot
obu grup aminowych ornityny pojawiat sie zarobwno w prolinie, jak
w kwasie glutaminowym. Stezenie 1N byto wyzsze w kwasie glutami-
nowym niz w prolinie gdy podawano ornityne znakowang w pozycji 8,
za$ wyzsze w prolinie niz w kwasie glutaminowym, gdy dieta zawierata
ornityne znakowang w pozycji a. Wyniki te wskazujg, ze pierwszy etap
w przemianie ornityny polega na przeniesieniu grupy 8-aminowej do
labilnej puli azotu (akceptorem moze tu byé kwas a-ketoglutarowy)
i powstaniu y-semialdehydu glutaminowego bedacego w réwnowadze
z A'-PYR-5-CA. Ten ostatni moze by¢ z kolei redukowany do proliny lub
utleniony do kwasu glutaminowego (schemat 1). Intensywne wigczenie
azotu a-aminowej grupy ornityny do proliny wskazuje na to, ze y-semi-
aldehyd glutaminowy w organizmie zwierzecym jest zwigzkiem posred-
nim przy powstawaniu proliny z ornityny. Obecno$¢ 1N w prolinie przy
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podaniu ornityny znakowanej w pozycji 5 wynika z redukcji kwasu
glutaminowego (powstatego w reakcji transaminacji 5-ornityny) do y-
semialdehydu glutaminowego.

Obecnos$¢ transaminazy ornitynowej stwierdzono u bakterii gram-
dodatnich (16, 17, 40, 46, 64, 65), glonéw (z wyjatkiem biekitno-zielonych)
i pierwotniakow (46), roslin wyzszych (11, 27, 46), oraz w tkankach zwie-
rzecych (20, 26, 36, 37, 39, 46, 52, 58). Natomiast nie wystepuje ona
w bakteriach gramujemnych (46, 58). Enzym ten jest zlokalizowany we
frakcji mitochondrialnej (37, 58) i wymaga obecnos$ci fosforanu piryao-
ksalu jako koenzymu (37, 58, 63, 65). Transaminaza ornitynowa jest
specyficzna w stosunku do L-ornityny (58), przy czym akceptorem grupy
aminowej jest kwas a-ketoglutarowy (10, 17, 37, 40, 58, 65). Czynnos$¢
enzymu jest hamowana przez p-chlorobenzoesan rteci (37, 65) jony Cu2+
i Co2+ (64), a chroniona przez merkaptoetanol (37), co $wiadczy o tym,
ze obecno$¢ wolnych grup sulfhydrylowych w czgsteczce transaminazy
ornitynowej ma istotne znaczenie dla jej funkcji katalitycznej. Réwno-
waga reakcji transaminacji ornityny jest przesunieta silnie w kierunku
powstawania y-semialdehydu glutaminowego (58), prawdopodobnie wsku-
tek jego sktonnosci do samorzutnej cyklizacji.

W pewnych warunkach moze zachodzi¢ przemiana odwrotna: proliny
w ornityne (schemat 1, reakcje 3, 2, 7). Fin cham (16) w ekstraktach
zN. crassai Meister (32) w preparatach enzymatycznych z watroby
szczura zaobserwowali powstawanie matych ilosci ornityny z Y-semialde-
hydu glutaminowego w obecno$ci kwasu glutaminowego jako donatora
grup aminowych. Strecker i wsp. (50) uwazajg, ze réwnowaga re-
akcji transaminacji (reakcja 7 w schemacie 1) moze by¢ przesunieta
w kierunku powstawania ornityny przez usuniecie jednego z produktéw
tej przemiany, a mianowicie kwasu a-ketoglutarowego w reakcji dysmu-
tacji, lub przez jego transaminacje z kwasem asparaginowym. Stwierdzili
oni, ze enzymem limitujagcym przemiane proliny w ornityne jest transa-
minaza ornitynowa.

111. Zaleznosci metaboliczne miedzy kwasem glutaminowym a ornitynag

Na mozliwo$¢ przemiany kwasu glutaminowego w ornityne w ukla-
dach biologicznych wskazali Sallach i Koeppe (44). Po podaniu
szczurom w diecie kwasu glutaminowego znakowanego 14C odnajdowali
oni izotop w argininie powstajgcej z ornityny w cyklu mocznikowym.
O wykazaniu przez Stettena (52) wiaczania 19N z ornityny do
kwasu glutaminowego u szczura wspomniano juz wyzej. Odwrotna prze-
miana kwasu glutaminowego w ornityne prowadzi przez te same etapy.

Istniejg jednak mikroorganizmy, ktore nie posiadajag kompletu enzy-
mow biorgcych udziat w tych przemianach. Nalezg do nich E. coli i inne
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gramujemne drobnoustroje, ktére, jak juz wspomniano, nie wykazujg
aktywnos$ci transaminazy ornitynowej. Dzieki pracom Vogela (63)
wiadomo, ze powstawanie ornityny z kwasu glutaminowego zachodzi
w tych bakteriach poprzez acetylowane zwdazki posrednie (reakcje 8, 9, 10,
11 w schemacie 1).

Obecnie przypuszcza sie, ze u drozdzy przemiana ta zachodzi tez na
tej samej drodze (12). Réwniez u N. crassa wykazano obecno$¢ acetylo-
ornitynazy i transacetylazy przenoszacej grupe acetylowg z Na- acetylo-
ornityny na kwas glutaminowy. Mozna zatem przyja¢, ze u tego mikro-
organizmu synteza ornityny moze przebiega¢ dwiema drogami (66): po-
przez acetylowane zwigzki posrednie oraz poprzez y-semialdehyd glu-
taminowy. W tkankach zwierzecych nie stwierdzono istnienia biosyntezy
ornityny poprzez acetylowane zwidgzki posrednie (50).

Nie wyjasniono jeszcze na jakiej drodze zachodzi przemiana ornityny
w proline u drobnoustrojow syntetyzujgcych ornityne tylko poprzez
acetylowane zwigzki posrednie (30, 41). Cho¢ brak transaminazy orni-
tynowej uniemozliwia u nich synteze proliny poprzez 'y-semialdehyd
glutaminowy, to jednak mutanty E. coli wymagajace proliny do wzrostu
rosty rowniez dobrze gdy do pozywki dodano ornityne (30). Koncepcje
biosyntezy proliny z ornityny poprzez acetylowane zwidazki posrednie
nalezato odrzucié, gdy okazato sie, ze mutanty E.coli, ktére majg zablo-
kowane przejscie pomiedzy ornityng i Naacetyloornityng, potrafiag mimo
to syntetyzowac proline z ornityny (30).

Wzajemne przemiany ornityny, proliny i kwasu glutaminowego sg
dosy¢ dobrze poznane, natomiast bardzo niewiele wiadomo o mecha-
nizmach regulujgcych te przemiany. W przypadku biosyntezy proliny
w drobnoustrojach (4, 55, 61) mozna braé pod uwage dziatanie dwoch
mechanizmoéw: ujemnego sprezenia zwrotnego oraz represji enzyma-
tycznej.

Ujemne sprzezenie zwrotne dotyczy¢ moze dziatania proliny na
pierwszg reakcje, to jest na redukcje kwasu glutaminowego do jego
Y-semialdehydu (4, 55, 61). Ten mechanizm regulujgcy badano na mu-
tantach E. coli nie posiadajacych reduktazy A'-PYR-5-CA. Nagromadzanie
sie A-PYR-5-CA przy wzroscie tych drobnoustrojdw na pozywce zawie-
rajacej kwas glutaminowy ulegato znacznemu zahamowaniu po podaniu
nadmiaru proliny.

Na podstawie wynikéw prac Baicha i Piersona (4), ktérzy
zaobserwowali znaczne hamowanie produkcji y-semialdehydu glutami-
nowego w obecnosci chloramfenikolu, mozna przypuszczaé, ze mecha-
nizm represji réwniez bierze udziat w regulacji biosyntezy proliny.
Sypherd i De Moss (59) stwierdzili bowiem, ze u E. coli synteza
niektérych enzymoéw podlegajacych represji moze male¢ przy wzroscie
komorek w obecnosci chloramfenikolu, ktory dziata woéwczas jako sty-
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mulator syntezy represora. Nie wyjasniono jednak ostatecznie czy w re-
gulacji biosyntezy proliny dziataja jednoczes$nie sprzezenie zwrotne
i represja, czy tez tylko jeden z tych mechanizmoéw.

Na zakonczenie nalezy wspomnie¢, ze zaburzenia metabolizmu proliny
lezg u podstaw przekazywanej dziedzicznie choroby zwanej prolinemig
(34). Jednym z objawow tej choroby jest podwyzszony poziom proliny
we krwi oraz wydalanie nadmiernych ilosci proliny, glicyny i hydro-
ksyproliny z moczem. Klinicznie zespo6t ten charakteryzuja: opdzniony
rozwdj umystowy, zaburzenia neurologiczne oraz uszkodzenie czynnosci
nerek. Zaburzenia metabolizmu proliny w tej chorobie sg spowodowane
niedoborem jednego z dwéch enzymdw katalizujagcych utlenianie proliny,
a mianowicie oksydazy prolinowej lub dehydrogenazy kwasu A'-prolino-
5-karboksylowego.
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ZBIGNIEW SZOT*

Biochemiczne aspekty procesu mineralizacji kosci
Biochemical Aspects of Bone Calcification

The author gives a review of the chemical reactions, considered as important in
the mechanism of calcification, and the chemical characteristic of bone mineral. The
cellular control in calcification is supposed.

Kos¢ jest wyspecjalizowang tkankag #aczna, zawdzieczajgcg swa nie-
zwykly twardo$¢ gromadzeniu sie zwigzkéw mineralnych w substancji
miedzykomdrkowej. Nie zwapniata substancja miedzykomoérkowa tkanki
kostnej zwana osteoidem lub macierzg kosci sktada sie z dwu gtéwnych
komponent: kolagenu (96°/0 masy organicznej kosci) oraz z tak zwanej
substancji podstawowej lub cementujgcej, zbudowanej z mukopolisacha-
rydow (4%) (31).

Powstawanie specyficznego utkania tkanki kostnej jest ztozonym
procesem zwanym kostnieniem. Pierwszym jego etapem jest przeksztat-
cenie nie zréznicowanej komorki tkanki tacznej w komorke kosciotwdr-
czg — osteoblast, zdolng do syntezy wszystkich skitadnikéw substancji
miedzykomérkowej (7, 15, 26, 28, 57, 91, 97, 103, 144).

Koncowym etapem procesu kostnienia jest kalcyfikacja, czyli odkta-
danie sie soli wapniowych w matrycy organicznej. W warunkach fizjo-
logicznych w ustroju podlega procesowi mineralizacji kos$¢, chrzastka
oraz trzy skiadniki zebow: szkliwo, dentyna i cement. W warunkach
patologicznych wapnienie moze zachodzi¢ w kazdej miekkiej tkance.
Przyczyng moga by¢ zmiany w tkance lub w stezeniu wapnia w ptynach
ustrojowych (100, 143).

Wprowadzenie metod izotopowych do badania tkanki kostnej przy-
czynito sie do znacznego poznania struktury molekularnej i metabolizmu
tkanki kostnej oraz jego powigzan z o0go6lnym metabolizmem ustroju
(81, 84).

Z drugiej strony wskutek zastosowania izotopéw promieniotwdérczych

* Dr med., Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych,
W arszawa

Wykaz stosowanych skrétéw: HA — hydroksyapatyt. MPS — mukopolisacharydy.



448 Z. SZOT 21

w nauce, technice i w celach militarnych metabolizm kos$ci znalazt sie
w centrum zainteresowan, poniewaz skazenie izotopami osteotropowy-
mi — ,,kosciolubnymi” okazato sie najpowazniejszym zagrozeniem radio-
logicznym populacji ludzkiej i zwierzecej (83, 87, 88, 134).

I. Cze$¢ mineralna kosci

Znajomos$¢ wiasnosci czesci mineralnej od chwili jej powstawania
do momentu osiggniecia krystalicznej formy hydroksyapatytu wigcznie,
ma duze znaczenie w badaniach zaréwno kinetyki odkiladania sie i me-
tabolizmu radionuklidéw osteotropowych w ustroju zywym.

Cze$¢ mineralna kosSci jest pod wzgledem chemicznym materiatem
niejednorodnym, ztozonym z fosforanu os$miowapniowego (Ca8H2(P04)6
H2, Ca/P = 1,33) i tréjwapniowego (Ca9P04H6*"\2H2D, Ca/P = 1,5),
hydroksyapatytu (Cal)(PO46OH)2, Ca/P = 1,66) oraz z szeregu zwigzkéw
przejsciowych, ktére pod wzgledem budowy krystalicznej sg izostruktu-
ralne i w badaniach dyfrakcji promieni X dajg obraz apatytow (12, 13,
23, 25, 137).

Dawniejsza hipoteza Hendricksa i Hilla (62) tlumaczyta
réznice w skiadzie apatytow kosci absorpcjg jonéw HPO042-"przez hydro-
ksyapatyt. Posner i wsp. (101) wprowadzili natomiast koncepcje tak
zwanych apatytéw z niedoborem wapnia, wedtug ktorej miejsce braku-
jacego wapnia jest zastgpione wodorem. Za pomocg absorpcji w podczer-
wieni przy 3400 cm-1 Posner i wsp. (102, 133) udowodnili, ze w réz-
nych apatytach o niskim stosunku Ca/P wodér taczy dwie grupy fosfo-
ranowe 0 P0.H........ 0P03).

Dla poznania budowy i witasnosci czesci mineralnej kosci szczegélnie
owocne byty badania witasnos$ci sztucznie otrzymanych apatytéw (62, 76,
140) jak réwniez badania nad wptywem pH (77) i temperatury (23, 44)
na ich powstawanie i przeksztalcanie chemiczne.

Oprécz jonow wapnia i ortofosforanowych w kos$ci stale wystepuja
domieszki: weglanéw — okoto 6°/0, cytrynianéw — 1%, sodu — 0,7%,
magnezu — 0,7% i fluoru okoto 0,1% (98). Stosunek molarny Ca/P w mi-
nerale kosSci wynosi przecietnie okoto 1,5 przy czym w kosci mio-
dych osobnikéw wystepuje materiat o niskim stosunku Ca/P, ktoéry
w miare uptywu czasu zwiegksza sie osiggajac warto$¢ hydroksyapatytu.
Méwigc o dojrzewaniu kosci rozumie sie pod tym terminem przeksztat-
cenie apatytéw ubogich w wapn w hydroksyapatyt (45).

Franeois (46) wykazal, ze wbudowywanie Na2H3P 04 do kosci
szczura, znacznie intensywniejsze u miodych niz u starych zwierzat,
nastepuje do tak zwanej frakcji pirofosforanowej, czyli do o$mio- i troj-
wapniowego fosforanu. Ten ostatni jest wedtug niektérych badaczy (23,
77) pierwszym zwiazkiem powstajagcym podczas wapnienia. Po pewnym
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czasie aktywnos$é frakcji pirofosforanowej maleje na korzy$¢ ortofosfo-
ranowej, czyli hydroksyapatytu. Frakcja o niskim stosunku Ca/P jest
najbardziej aktywng frakcjg kosci. In vitro izojonowa wymiana pomiedzy
roztworem a materiatem mineralnym kosci (czastki o $rednicy 5—10m
i ciezarze witasciwym 1,7—2,3) jest najwieksza we frakcjach o niskim
ciezarze wiasciwym (104).

W kosSci zbitej szczura i krowy znaleziono bezpostaciowy materiat
mineralny (29, 146), ktérego skiad chemiczny przypomina apatyt ubogi
w wapn, a stosunek Ca/P wynosi 1,48+ 0,02. W kos$ciach tych materiat
bezpostaciowy stanowit az 42°/o, a krystaliczny apatyt — tylko okoto 58°/o
soli mineralnych (30, 139).

@] znaczeniu biologicznym bezpostaciowej komponenty mozna sadzic¢
w oparciu o badanie materiatu syntetycznego. Badania te wskazujg, ze
stanowi ona bierny zbiornik Ca i fosforan6w. Faza mineralna powstaje
bowiem na drodze rozpuszczania bezpostaciowej komponenty i odktada-
nia powstatych jondw na powierzchni uprzednio utworzonych kryszta-
tow. Jony Mg2+ i CO03X- opdzniajg ten proces. Pochodzenie niekrysta-
licznego materiatu mineralnego w kosci nie jest obecnie znane. W sztucz-
nych warunkach moze on powstawa¢ przy raptownym wypadaniu
zroztworu. Greenwalt (52) stwierdzit, ze w mitochondriach komérek
watroby szczura przy aktywnym oddychaniu powstaje fosforan wapnia.
Czy jest to mozliwe w kosci i w wyniku jakiej reakcji, wymaga dalszych
badan.

Il. Powstawanie zarodkéw krystalizacji (nukleacja)

Hydroksyapatyt w fizjologicznie uwapnionej kosci powstaje z jonéw
Ca2+i P043- wystepujacych we krwi i ptynie zewnatrzkomérkowym.

Sposrdéd wielu teorii odkladania zwigzkéw wapnia w koSciach dwie
odegraty wiekszg role: teoria przesycenia jonami Ca2+ i P043* do punktu
samorzutnego wytracenia oraz teoria tworzenia sie jader Kkrystalizacji
w obecnosci katalizatora heterogenicznego, wystepujgcego w postaci sta-
tej. Obecnie uwaza sie, ze tworzenie sie zarodkéw krystalizacji, czyli nu-
kleacja, jest istothym etapem procesu mineralizacji (88, 126). Nukleacje
mozna zdefiniowac jako proces tworzenia w macierzystej, metastatej fazie
poczatkowych fragmentéw nowej, bardziej statej fazy, zdolnej do samo-
istnego wzrostu. Wyprowadzono szereg réwnan opisujgcych wytwarzanie
zarodkdw krystalizacji, istniejg jednak powazne zastrzezenia czy oddaja
one przebieg procesu w warunkach panujgcych w ustroju (126).

Wytwarzanie jgder krystalizacji w mozliwie krotkim czasie, a zatem
podobnie jak to ma miejsce w ustroju, moze nastgpi¢ przy przesycaniu
roztworu. Mamy wowczas do czynienia z wytrgcaniem sie fazy statej.
Mozliwa jest takze nukleacja w roztworze przy nizszych stezeniach w
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obecnosci katalizatora, ktorym moze by¢ powierzchnia ciata statego. Kata-
lizator ten umozliwia powstawanie zarodk6w krystalizacji przez wigzanie
specyficznych jonéw, lub jak sugeruje Neuman, przez dostarczenie
epitaktycznej powierzchni (86, 88). Epitaksja jest to zjawisko polegajgce
na tworzeniu sie krysztatdw jednego zwigzku na powierzchni krysztatu
innego zwiazku. Jest to mozliwe gdy w obu krysztatach odlegtosci miedzy-
ptaszczyznowe sieci krystalicznych sg identyczne lub pozostajg do siebie
jak stosunki liczb catkowitych, a ponadto gdy jony tworzacego sie krysz-
tatu majg taki sam tadunek jak jony w krysztale macierzystym (88).

Mate rozmiary krysztatow czesci mineralnych kosci (9, 85, 88) powo-
dujg, ze potowa lub 23komaérek elementarnych (najmniejszych jednostek
krysztatu, w ktérych wystepujg wszystkie rodzaje jonow rozmieszczonych
w sposdb charakterystyczny dla danej struktury) znajduje sie na po-
wierzchni lub w fazie granicznej. W zarodkach krystalizacji, ktorych
rozmiary sg jeszcze mniejsze, stosunek powierzchni do objetosci jest
jeszcze wiekszy (80).

W takich warunkach energia swobodna przejscia jonu z roztworu do
mikroagregatu lub w kierunku przeciwnym, zalezy nie tylko od ci$nienia,
temperatury i stezenia, lecz takze od parametréw okres$lajacych stosu-
nek powierzchni do objetosci. Warunki dla jonéw we wnetrzu mikroagre-
gatu i na jego powierzchni sg tak rézne, ze wnetrze i powierzchnie mozna
uwazaé za oddzielne fazy (9).

Best (9 uwzgledniajac ogdlne wiasnosci krysztatow oraz szczegdlne
wiasnosci fazy mineralnej kosci podat nastepujaca zalezno$é:

y.> [iz> [Is>
gdzie
H — swobodna energia roztworu
— ” " zarodka krystalizacji
s — " " powierzchni
M — " " wnetrza zarodka krystalizacji.

W roztworze jest funkcjg iloczynu jonowego [Ca2+] [HP042~] (bardzo
czesto podawanego w postaci uproszczonej jako CaXP) (64), z czego wyni-
ka, ze do wytworzenia zarodkow krystalizacji konieczny jest wiekszy
iloczyn CaXP niz dla wzrostu krysztatu.

W fizjologicznych warunkach pH i temperatury oraz wartosci CaXP
we krwi nie ma mozliwosci dla samorzutnego powstawania jakiejkolwiek
formy fosforanu wapnia z wyjatkiem hydroksyapatytu (92). Poréwnanie
bowiem iloczynu rozpuszczalnosci CaHPO04 i hydroksyapatytu (88) oraz
iloczynéw jonowych dla Ca2+ i HP042_ krwi wskazujg, ze krew i ptyn
zewnatrzkomorkowy sa roztworami nienasyconymi w stosunku do
CaHPO04, a przesyconymi w stosunku do hydroksyapatytu (131).
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Jednak trudno sobie wyobrazi¢, ze w tkance kostnej powstaje od razu
hydroksyapatyt Cal(PO46OH)2ztozony z 18 jonéw. Shear i Kramer
(117) sugerowali, ze pierwotnym zwigzkiem w procesie kalcyfikacji jest
CaHPO04, co potwierdzili McLean i Urist (82) badajgc faze stals,
powstajacg w procesie wapnienia w fizjologicznych warunkach pH i tem-
peratury.

W powstawaniu zarodkow krystalizacji w ustroju musi bra¢ zatem
udziat jaki$ mechanizm pomocniczy (rysunek 1).

Precypitac/a

50
Obszar mefastobil-
nosci i
40
Ksp CCIHPO4
\o Obszar dziatania
f30 katalizatora
Warunki wsurowicy
20
Dziatanie sekrecji
komoérek na rozpuszczal-
10 nos¢é

Rozpuszczalnos¢ czesci
mineralnej kosci

Rys. 1. Warunki tworzenia i rozpuszczania kosci w ustroju okresSlone iloczynem
CaXP (mg°/o)2wg Fleischa (41).

I11. Rola fosfataz i cynku

W drugiej i trzeciej dekadzie obecnego stulecia panowat dos$¢ pow-
szechnie poglad, ze Kkalcyfikacja jest zjawiskiem fizykochemicznym
zachodzgcym bez udziatu zywych komdrek i polegajacym na tgczeniu sie
wapnia z grupami aminowymi biatka, a nastepnie z fosforanami (143).
Badania nad mechanizmem kalcyfikacji szty zatem poczgtkowo w kierun-
ku znalezienia czynnikéw wptywajacych na zwiekszenie stezenia jonoéw
uczestniczacych w tym procesie. Wedtug fosfatazowej teorii kalcyfikacji
Robisona fosfataza alkaliczna obecna w miejscach wzrostu kosci
hydrolizuje znajdujgce sie we krwi estry fosforanowe (105, 108), co
powoduje lokalne przesycenie piynu jonami fosforanowymi powyzej
iloczynu rozpuszczalnosci fosforanow (reakcja 1)

R-OPO3 f°#a-> R-OH -f PO -f Ca2+ 1

8 Postepy Biochemii
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Wystepowanie fosfataz w tkankach nie ulegajacych fizjologicznie wap-
nieniu oraz niskie stezenia estrow fosforanowych we krwi byty przyczyna
postulowania przez Robisona innego mechanizmu enzymatycznego,
wedtug ktérego w komoérkach wapniejacej chrzastki zachodzi synteza
estrow z fosforan6w nieorganicznych prawdopodobnie w procesie degra-
dacji glikogenu (105, 106, 107).

Natomiast wedtug Gutmana i Yu (55 rola fosfatazy polega na
przenoszeniu grup fosforanowych z estrow na akceptor w matrycy, przy
czym zrodtem estrow fosforanowych jest proces glikolizy zachodzacy
w tkance chrzestnej. Gutman (56) wykazal, ze nagromadzony
w chrzastce glikogen znika podczas mineralizacji. Zahamowanie glikolizy
wstrzymuje proces mineralizacji, mozna go jednak przywrdci¢ dodajac
do uktadu posrednie produkty glikolizy powstajace w reakcjach dalszych
niz reakcja zahamowania. Oba Zrédta fosforanow: krew i proces glikolizy
uznano jednak za niewystarczajgce (75, 136).

Nalezy podkresli¢, ze poglady na role fosfataz w procesie wapnienia
ulegaty duzym zmianom (18, 36, 53, 116, 120, 125, 145).

Przed kilkoma laty Fleisch i Neuman (39, 40) doniesli, ze fos-
fataza inaktywuje inhibitor nukleacji HA w kolagenie. Inhibitorem tym
okazat sie polifosforan wystepujacy w plazmie w stezeniach rzedu 10-6M,
oraz w wiekszych ilosciach w moczu (40, 43). Fosfataza (polifosfataza) roz-
ktada polifosforan umozliwiajac tworzenie sie zarodkoéw krystalizacji przy
nizszych warto$ciach CaxP.

Fleisch i wsp. (41, 42) przypisujg polifosforanom duze znaczenie
w powstawaniu kamicy nerkowej i w odktadaniu soli wapnia w tkankach,
ktore u zdrowych osobnikdw nie wapniejg. W kamicy nerkowej wykazano
zmniejszone wydalanie polifosforandw w moczu, a w doSwiadczalnie wy-
wotywanym zwapnieniu tetnicy gtownej u szczura stwierdzono hamujacy
wplyw polifosforan6w na ten proces (43).

Przypuszcza sie takze, ze pewng role w procesie nukleacji moze odgry-
wac cynk. Pierwiastek ten wystepuje w miejscu, w ktdrym tkanka $wie-
70 uwapniona styka sie z tkankg jeszcze nie zwapniata, czyli w tak zwanej
linii kostnienia (60). Podany dozylnie 6&Zn nie podlega wymianie w czeSci
mineralnej, lecz wbudowuje sie w nowo powstajagcg substancje mine-
ralng (59).

Dziatanie cynku mogtoby by¢ bezposrednie, polegajace na tworzeniu
zarodkdw krystalizacji w postaci fosforanu cynku, lub posrednie poprzez
uktady enzymatyczne aktywowane jonami Zn2+, jak fosfatazy alkaliczne
lub zawierajgce cynk, jak anhydraza weglanowa. Aktywnos$¢ anhydrazy
weglanowej wykazano w wolnych od krwi nasadach diugich kosci kur.
Podawanie kurom Diamoxu, inhibitora anhydrazy weglanowej, w okresie
Lhiesienia”, w ktérym zawarto$¢ Ca plazmy wzrasta do 20— 30 mg°/o, po-



Rys. 2. Potozenie zarodkéw krystalizacji pomiedzy prazkami d i ab kazdego okresu
osiowego witdkna kolagenu (zarodki krystalizacji wykazujg juz budowe krystaliczng
przy badaniu metoda dyfrakcji promieni X) wg Jackson-Fitton 1956.
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wodowato znaczne obnizenie poziomu wapnia plazmy (119). Wyniki te
wydajg sie wskazywaé, ze anhydraza weglanowa odgrywa jaka$ role
w wapieniu oraz resorpcji kosci.

V. Rola kolagenu

Neuman (86) w 1953 roku wyrazit przypuszczenie, ze kolagen,
gtowny sktadnik organicznej matrycy kostnej, petni role nukleatora w pro-
cesie mineralizacji. W tym samym roku Engstrom i Finean (32
stosujac technike dyfrakcji promieni X znaleZli zwigzane z powierzchnig
kolagenu krysztaty hydroksyapatytu. W zmineralizowanym in vivo ma-
teriale kostnym krysztaty te majg ksztatt pretéw lub igiet o wymiarach
200—300X20—50 A. Ich osie sg cze$ciowo zorientowane w kierunku osi
dtugiej witokna kolagenu (16, 33, 34, 35, 37, 38). Niektére krysztaty znaj-
duja sie takze wewnatrz wtokien (118). W najwiekszym stopniu krysztaty
sgq zorientowane w kosci ryb (49). Orientacji tej nie wykazujg krysztaty
w kosci embrionalnej, a takze w wapniejacej chrzastce, w ktorej wyste-
puja one takze w substancji podstawowej pomiedzy witdknami kolagenu
(3, 11, 49, 110).

Badania kosci embrionalnej ptakéw w mikroskopie elektronowym su-
geruja, ze pierwsze krysztaty fosforanu wapnia pojawiaja sie w regular-
nych odstepach na wiéknie pomiedzy prazkami d i ab w kazdym duzym
okresie wstegi (69, 70, 71, 72) (rysunek 2). P0zniej drogg potaczenia dwoch
pierwotnych punktow mineralizacji powstajg krysztaly o dtugosci okoto
500 A, a wiec zblizone do dtugosci duzego okresu wiokna (112). W catko-
wicie zmineralizowanej koSci krysztaty gesto pokrywajg widkna, niektore
leza takze wewnatrz nich lub wypetniajg przestrzenie substancji podsta-
wowej (109).

In vitro na kolagenie z kazdej nawet normalnie nie wapniejacej tkanki
(4, 5, 93, 132), jezeli tylko w jego strukturze jest zachowany okres okoto
700 A, tworza sie zarodki krystalizacji. Krysztaty HA rosngce in vitro
w obecnosci kolagenu, podobnie jak wytworzone na drodze precypitacji
w probdwce, majg ksztatt ptytek.

Przypuszcza sie, ze na ksztatt krysztatlu HA maja wyptyw warunki
panujace w Srodowisku, w ktérym on wzrasta (2, 12, 54, 65). Nalezy jednak
zaznaczy¢, ze istniejg duze trudnosci techniczne w ocenie ksztabu HA
kosci, wielko$¢ ich bowiem lezy na granicy zdolnosci rozdzielczej mikro-
skopu elektronowego (95), a ciecie zmineralizowanej kosci powoduje czesto
znieksztatcenia krysztatow (49).

Wiele danych wydaje sie wskazywac, ze kolagen w roztworze metasta-
tym, zawierajgcym wapn i fosforany, zachowuje sie jak nukleator (39, 40).
Jego dziatanie moze polega¢ na utatwieniu przekroczenia granic metasta-
bilnosci roztworu lub na selektywnym wigzaniu wapnia lub fosforu przez
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pewne grupy widkna i tworzeniu pierwszych fragmentéw fazy statej (48).
Najbardziej jednak atrakcyjnym wydaje sie ttumaczenie, ze kolagen jako
biatko krystaliczne moze powodowaé powstawanie zarodkéw krystalizacji
na drodze epitaksji (86).

Wapnienie kolagendéw pochodzacych z tkanek normalnie nie wapnie-
jacych (99) ttumaczy sie usunieciem inhibitora kalcyfikacji w czasie pre-
paratyki kolagenu lub obecnosciag zwigzkéw wchodzacych w skiad sub-
stancji podstawowej, na przyktad mukopolisacharydéw, ktére jako mini-
malna domieszka towarzyszg nawet znacznie oczyszczonym preparatom
kolagenu (127, 128). G lim cher natomiast wyjasnia te roznice w zacho-
waniu sie in vivo i in vitro kolagenow z tkanek nie wapniejgcych tym,
ze in vivo kalcyfikacja moze by¢ regulowana stopniem metastabilnosci
ptynu zewngatrzkomdrkowego. Stopien ten zalezy bezposrednio od stezenia
wapnia, fosforu od pH, sity jonowej itp. w komérce, a posrednio od aktyw-
nosci enzymow (1, 22, 55, 56, 130) wptywajacych na dyfuzje jondéw do
wiokna kolagenu, w czym odgrywa role substancja podstawowa. Muko-
polisacharydy chronig czynne miejsca kolagenu ograniczajagc dyfuzje
jondw oraz selektywnie je wigzac.

Jakkolwiek dla procesu nukleacji wazna jest przede wszystkim specy-
ficzna organizacja przestrzenna kolagenu, to jednak reaktywno$¢ amino-
kwasow bocznego tafcucha odgrywa takze wazna role.

Solomons i lrving (129) dostarczyli dowodéw, ze grupa e-ami-
nowa lizyny i hydroksylizyny bierze udziat w procesie nukleacji. Dostep-
no$¢ tych grup, badana zdolnoscig do reakcji z dwunitrofluorobenzenem,
jest rézna w réznych kolagenach: w kolagenie nie wapniejagcym reaguje
z nim 65®0o wolnych grup £-aminowych a w $wiezo demineralizowanej
zebinie lub kolagenie kosci do 100%. W miare ponownej mineralizacji
ilos¢ dostepnych grup e-aminowych zmniejsza sie.

Kolagen zdemineralizowanej kosci odznacza sie znacznie mniejszg roz-
puszczalnosSciag niz kolagen tkanek miekkich (51), co jest wynikiem wiek-
szej liczby wigzan krzyzowych. Powstawanie w kolagenie kosci duzej
liczby wigzan krzyzowych mozna wytlumaczy¢ zjawiskami towarzyszg-
cymi procesowi kalcyfikacji. W procesie tym zachodzi utrata wody w ma-
trycy organicznej (111, 112), co powoduje zmniejszenie odlegtosci miedzy
czesteczkami i wzrost sity wigzan miedzy nimi. Wplywa to na Scislejsze
upakowanie wiokien w czasteczce, zwiekszenie ich stabilnosci, a takze
opornosci na pecznienie i rozpuszczanie w kwasnych roztworach. Nie-
ktdrzy uwazajg, ze wigzania krzyzowe w kolagenie kosci odgrywajg role
w ograniczaniu wzrostu krysztatow hydroksyapatytu (49, 142). W latyryz-
mie, w ktorym mineralizacja kosci jest upo$ledzona, w makroczasteczce
kolagenu nie ma tancuchéw P, a ilos¢ miedzyczasteczkowych wigzan
kowalencyjnych jest znikoma (6, 8).

Cartier i wsp. (17, 18, 19, 20, 21) badajac kalcyfikacje chrzastki
embrionalnej in vitro stwierdzili, ze w obecnosSci ATP mineralizacja jest
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bardzo intensywna, natomiast nieznaczna przy udziale estrow fosforowych
powstajacych w procesie glikolizy. Znalezli oni ponadto w chrzastce nie
dajacg sie wyekstrahowa¢ ATP-aze o optimum dziatania w pH 8, aktywo-
wang jonami Mg2+ Wedlug Cartier i Picarda (20) mineralizacje
matrycy zapoczatkowuje wigzanie pirofosforanu pochodzacego z ATP
(reakcja 2).

Kolagen-NH2+ ATP ATPaza” Kolagen—NH—P2D 7+ AMP 2

Pewnego rodzaju potwierdzeniem tej hipotezy byto wykrycie pirofos-
foranow w chrzgstce krzywiczej (98).

Zagadnienie, ktory jon jest pierwotnie wigzany przez matryce, Ca2+
czy P2 72- jest ciggle sprawg sporng. Prawdopodobnie nie jest to Ca2+, bo-
wiem utworzona struktura kowalencyjna bytaby mato reaktywna, a ra-
czej P 72~, ktory po zwigzaniu z kolagenem kowalencyjnym wigzaniem
N-P albo O-P jest zdolny do przytgczania Ca (149). Ponadto sie¢ krysta-
liczna apatytu jest ztozona przede wszystkim z fosforandw.

Glimcher i Krane (50) wykazali, ze rekrystalizowany kolagen
wigze duze ilosci fosforu (150 moli/mol kolagenu) przy czym okoto V3 tej
iloSci jest zwigzana bardzo mocno. Przypuszczajg oni, ze aminokwasy
bocznych tancuchéw tworza koordynacyjne wigzania z fosforanem. Po-
nadto okazato sie, ze kolagen ma zdolno$é rozszczepiania ATP do ADP
i AMP oraz ze uwolniony fosforan wigze sie natychmiast z kolagenem (74).
Wigzanie to jest typu O-P, a nie N-P, jak przypuszczali Cartier i Picard.

Teoria o roli kolagenu jako nukleatora w procesie kalcyfikacji spot-
kata sie z wielu zastrzezeniami (14).

Okazato sig, ze zdolno$¢ indukowania zarodkéw krystalizacji nie jest
wytgczng wihasnoscig kolagenu. Wykazujg jag takze elastyny, Sciana aorty,
wyciagi $liny, bakterie zyjgce w jamie ustnej itp. (128, 136). Stosujgc
nie catkowicie oczyszczone kolageny nie mozna by¢ pewnym czy tworze-
nie zarodkow krystalizacji zalezy wytacznie od kolagenu. Zarodki krysta-
lizacji sg tak mate (128), ze nie mozna wykluczyé czy uzywane w bada-
niach in vitro kolageny sg od nich wolne, a to uniemozliwia interpretacje
warunkdw przestrzennych na modelach, nasuwa watpliwosci czy zjawisko
i niektérych grup w kolagenie i hydroksyapatycie, a takze przesledzenie
warunkoéw przestrzennych na modelach, nasuwa watpliwosci czy zjawisko
epitaksji jest mozliwe w kolagenie. Odpowiednie odlegtosci w kolagenie
réznig sie bowiem od tychze w HA o przeszto 17°/o, co znacznie przekracza
tolerancje dla zjawiska epitaksji okre$long na okoto 7°/o (90, 138).

V. Rola substancji podstawowej

Mys$l o udziale substancji podstawowej w procesie kalcyfikacji nasu-
nety badania histochemiczne (73, 79). W tym obszarze kosci, w ktérym
zachodzi mineralizacja, matryca organiczna barwi sie inaczej niektorymi
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barwnikami, na przykiad biekitem toluidyny. Wielu badaczy jest zdania,
Ze zwigzane to jest z obecno$cia siarczanu chondroityny w substancji pod-
stawowej (63, 113, 114). Wykazano bowiem, ze siarczan chondroityny
reaguje z kolagenem wypierajagc zwigzane z nim uprzednio barwniki.
Kompleks kolagenu z siarczanem chondroityny inkubowany w ptynie
mineralizujgcym wiaze jony Ca2+. Chociaz siarka &S jest szybko wbudo-
wywana do substancji podstawowej w okolicach wapniejgcych, gdzie
mozna jag wykry¢ w siarczanie chondroityny (157), nie udato sie jednak
stwierdzi¢ zaleznosci pomiedzy kalcyfikacjg a syntezag siarczanu chon-
droityny.

Sobelprzypuszcza, ze kolagen z mukopolisacharydami tworzy ukiad
identyczny ze znajdujacym sie w krzywiczej chrzastce, wykazujacej zdol-
nos$¢ do kalcyfikacji in vitro (124, 125, 126). Utworzony kompleks jest spe-
cyficznie aktywowany lub, w przypadku zinaktywowania innymi katio-
nami, reaktywowany jonami Ca2+ Mechanizm ten nazwat Sobel
mechanizmem ,,zamka i klucza” (121, 122, 123, 126).

Niektorzy utrzymujg jednak, ze kwasne MPS petnig role inhibitora
procesu kalcyfikacji. Chrzastka szklista na przyktad, zawierajgca pokazne
ilosci kwasnych mukopolisacharydow, w normalnych warunkach nie ulega
kalcyfikacji. Pewne dane wskazujg tez, ze w przebiegu kalcyfikacji ste-
zenie kwasnych mukopolisacharyddw ulega zmniejszeniu. Depolimery-
zacja mukopolisacharydow zachodzgca bezposrednio przed kalcyfikacja,
a warunkujgca reakcje barwne substancji podstawowej, usuwa prawdo-
podobnie bariere dyfuzyjng dla jonéw umozliwiajagc powstawanie zarod-
kéw krystalizacji.

Irving (66, 67, 68) po ekstrakcji kosci goraca pirydyna, odwapnieniu
jej i wybarwieniu czernig Sudan B stwierdzit barwnik w matrycy ota-
czajgcej hypertroficzne komorki chrzagstki nasadowej oraz w tak zwanej
linii kostnienia. Badania substancji wigzgcej czern sudanowg wykazaty,
ze jest to lipid. Pomimo ze istniejg dane S$wiadczace, ze lipidy moga
wigza¢ wapn i fosfor oraz, ze produkty patologicznej kalcyfikacji naczyn
krwionosnych zawierajg materiat lipidowy (10, 78), nie mozna obecnie
oceni¢ roli lipidow w fizjologicznej kalcyfikacji tkanki kostnej.

VI. Rola komorek w procesie kalcyfikacji

Wszystkie dotychczasowe hipotezy mechanizmu Kkalcyfikacji przyj-
muja, ze jadra krystalizacji tworza sie w sposéb niezalezny od komorki,
ktdrej rola w tym procesie ogranicza sie do wytworzenia matrycy orga-
nicznej, a materiat mineralny jest dostarczany drogg dyfuzji. Prawdopo-
dobnie nie jest to prosta dyfuzja o czym Swiadczy niejednakowa dyskry-
minacja pomiedzy strontem i wapniem w kos$ci in vivo i in vitro (89).

Szereg faktdw zwraca jednak uwage na to, ze i komoérki moga petnié
role w procesie wapnienia. Pobieranie przez komorki Ca2+ (27, 58) nasu-
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neto mys$l o dziataniu komoérek na wzrost stezenia jonéw wapnia. Komaérka
mogtaby tez dziata¢ poprzez regulacje wytwarzania ATP na proces wap-
nienia, ktérego szybko$¢ zmniejsza sie przy niedoborze ATP (148). Ponad-
to kostna komdrka produkuje kwasne substancje, ktére prawdopodobnie
stanowig na powierzchni krysztatdéw bariere zapobiegajaca dalszemu ich
wzrostowi. W naszej pracowni wykazaliSmy w badaniach in vitro, ze
wskutek dyfuzji materiatlu mineralnego czesciowo zmineralizowana zywa
ko$¢ przeciwdziata nadmiernej kalcyfikacji produkujgc substancje kwas-
ne. Zabicie komérek powoduje wzmozong kalcyfikacje (135). Rowniez
mikroskopowo stwierdzono, ze obumieraniu komdérek towarzyszy proces
intensywnej mineralizacji.

Obecnie badacze zajmujacy sie biologia porownawcza tkanek zmine-
ralizowanych sg zwolennikami hipotezy komdérkowego mechanizmu wap-
nienia (96, 147). Zjawisko kalcyfikacji jest bardzo powszechne w $Swiecie
istot zywych (92, 93, 94, 141, 147) przy czym u wielu jednokomo6rkowcow,
lub wyzej uorganizowanych zwierzat, jak Lingula, a nawet w fiszbinie
u ptetwala odktadanie sie soli mineralnych zachodzi wewngtrzkomorkowo
(94, 96, 147).

Rola komo6rki w procesie wapnienia moze polegaé nie tylko na dostar-
czaniu Ca2+ i P043" do wytwarzania zarodkéw krystalizacji na zewnatrz
komarki, lecz takze na wewnatrzkomérkowym wytwarzaniu zarodkow.
Gromadzenie sie fosforanu wapnia w komdrce watrobowej wskazywatoby
na takie mozliwosci (52). Robinson i Cameron (115) doniesli, ze
w kosci w okolicy ,,frontu kalcyfikacji” w komdrkach wystepuja krysztaty,
za$ Hancox i Boothryod (58) opisali wypustki komadrek kostnych
skierowane do brzegébw zwapniatej matrycy organicznej. Zastosowanie
nowej techniki utrwalania do celéow mikroskopii elektronowej pozwolito
na zaobserwowanie nitkowatych wypustek osteoblastu (120) skierowanych
do obszaru, w ktérym odbywat sie proces wapnienia. Jezeli sie okaze, ze
komorka kostna usuwa na zewngatrz bezpostaciowy fosforan wapnia w po-
staci metastatej, to mozna sobie wyobrazi¢ wytwarzanie materiatu krysta-
licznego z metastatych czastek, a nie z metastatego roztworu.

Jak wida¢ z przedstawionych badan, pomimo olbrzymiego postepu jaki
zostat dokonany w poznaniu tkanki kostnej, nie mozna jeszcze w chwili
obecnej poda¢ prostego schematu mechanizmu kalcyfikacji opartego na
jednoznacznych i zgodnych wynikach badan.
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JANUSZ Z. BEER*

Dziedziczne popromienne uszkodzenia zwierzecych komdrek
somatycznych

Heritable Radiation-Induced Lesions in Somatic Mammalian Cells

Recent advances in the studies on radiation-induced heritable lesions affecting
growth of mammalian cells in vitro are reviewed and discussed.

Skutki biologiczne promieniowania jonizujagcego fascynuja badaczy
réznych specjalnosci niemalze od dnia odkrycia promieniowania X. Doko-
nano w tej dziedzinie niezliczonych obserwacji prowadzac do$wiadczenia
na wszystkich poziomach organizacji materii zywej. Szczegdlne zaintere-
sowanie wzbudzito wykazanie mutagennego dziatania promieniowania
w klasycznych pracach Mullera z lat 1927—28. Od tego czasu intensywne
badania nad wptywem promieniowania na mechanizmy i struktury odpo-
wiedzialne za dziedziczenie prowadzono na organizmach zywych od naj-
prostszych do najbardzie ztozonych. U organizméw nizszych brak po-
dziatu na komoérki somatyczne i rozrodcze stwarza mozliwo$¢ wykrycia
zmiany w dowolnym elemencie aparatu genetycznego na podstawie obser-
wacji charakterystycznych cech pokolen potomnych. W organizmach
wielokomérkowych natomiast, analiza cech potomstwa pozwala jedynie
wykry¢ zmiany dotyczace komorek rozrodczych (tak zwane mutacje gene-
tyczne). Prowadzenie tych badan na owadach i malych gryzoniach pozwo-
lito Sledzi¢ efekty mutagenne w wielkich populacjach.

Jednoczes$nie narastato zainteresowanie dziedzicznymi zmianami apa-
ratu genetycznego komdrek somatycznych — mutacjami somatycznymi.
Zmiany dziedziczne komorek somatycznych wywolywane przez promie-
niowanie budza szczeg6lne zainteresowanie, miedzy innymi ze wzgledu
na to, ze do chwili obecnej nie wykluczono mozliwosci, iz tak zwane
mutacje spontaniczne sg w gruncie rzeczy mutacjami radiacyjnymi. Z ba-
daniami tych zmian zaczeto wigza¢ nadzieje na wyjasnienie niektdrych
zjawisk biologicznych tak doniostych, jak powstawanie nowotwordw,
starzenie sie organizmdw, czy powstawanie populacji komdérek kompeten-

* Dr, Zaktad Radiobiologii i Ochrony Zdrowia Instytutu Badan Jadrowych,
W arszawa
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tnych immunologicznie. Szersze perspektywy przed badaniami mutacji
somatycznych otworzyto opracowanie prostych metod hodowli komorek
roslinnych i zwierzecych in vitro oraz sposobow hodowania catych roslin
z komérek somatycznych. Jednakze hodowla takich komérek, zwtaszcza
zwierzecych, jest o wiele trudniejsza niz hodowla mikroorganizméw,
doswiadczenia sg znacznie bardziej czasochtonne (czas zycia jednego po-
kolenia komdrek zwierzecych jest niekiedy 50, a nawet 100 razy diuzszy
niz pokolenia bakterii), a poliploidalnos¢ i wieksza liczbha gendéw w tych
komorkach utrudniajg wykrywanie zmian dziedzicznych. Dlatego tez do
niedawna jedynymi popromiennymi, dziedzicznymi zmianami obserwo-
wanymi w zwierzecych komérkach somatycznych byty aberacje chromo-
somalne.

W ostatnich latach zwr6cono uwage, ze analiza kinetyki wzrostu popu-
lacji komdrek zwierzecych in vitro pozwala réwniez wykrywaé dziedzicz-
ne zmiany wywotywane przez promieniowanie jonizujace.

Wzmianki wskazujgce na wystepowanie popromiennych uszkodzen,
ktére uposledzajg wzrost komoérek zwierzecych w hodowli znalezé mozna
juz w pracach Pucka z roku 1955. W pracach tych udato sie po raz
pierwszy S$cisle ustali¢ zalezno$¢ przezywalnosci komérek zwierzecych od
dawki promieniowania, dzieki wprowadzeniu techniki hodowania koma-
rek HeLa w postaci kolonii (technika klonowania). Komérki te przejawiajg
tendencje do przylegania do podtoza. Jezeli poczatek hodowli tego typu
daje zawiesina pojedynczych komdérek, wéwczas kazda z wytworzonych
kolonii stanowi potomstwo jednej komorki. Technika ta umozliwia nie
tylko $ledzenie losow potomstwa pojedynczych komérek, lecz rdwniez do-
ktadne oznaczenie liczby komorek pozostatych przy zyciu po poddaniu
populacji komorkowej dziataniu czynnika zewnetrznego, na przykitad
promieniowania. Puck postuzyt sie stosowanym juz wczesniej w mikrobio-
logii kryterium, wedtug ktérego za zywotng uznaje sie komorke zdolng do
wytworzenia makroskopowej kolonii. Jednakze juz w swych pierwszych
badaniach stwierdzit on niedostatki takiego kryterium zywotnosci i wpro-
wadzit kryteria dodatkowe, wedtug ktérych kolonie mozna podzieli¢ na
w petni zywotne i nie rokujace nadziei na nieograniczong w czasie proli-
feracje (ang. abortive colonies).

W dalszych pracach Pucka i wsp. (22, 23) znalezé mozna szereg
wzmianek, ze w hodowlach zapoczatkowanych z populacji napromienia-
nych promieniami X poszczeg6lne kolonie r6znig sie szybkoS$cig wzrostu.
Wolniejszy wzrost niektorych kolonii w takich hodowlach tlumaczono
jednak albo zahamowaniem pierwszych podziatbw komdrkowych, albo
tez tym, ze niektdére uszkodzone letalnie komdérki moga przejs¢ jeszcze
kilka podziatow.

W miare postepu radiobiologicznych badahn komoérek zwierzecych uka-
zywaty sie dalsze doniesienia o pojawianiu sie w hodowlach przezywaja-
cych napromienienie komorek dajacych poczatek wolniej rosngcym kio-
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nom (2), badz tez o znacznie wiekszej zmiennoSci rozmiar6w poszczegdl-
nych zywotnych kolonii w napromienianych hodowlach w poréwnaniu
z hodowlami kontrolnymi (6, 7, 12, 13, 27, 31). Zauwazono, ze odmienne
zachowanie sie napromienianych linii komdérkowych utrzymuje sie przez
dtuzszy czas (16) oraz podjeto prdéby izolowania i blizszego scharaktery-
zowania linii komdérkowych o zmienionych cechach dzedzicznych (24).
Ostatnio za$, co nie jest bez praktycznego znaczenia dla radioterapii
onkologicznej, wykazano, ze réwniez in vitro populacje napromienianych
komdrek sg wysoce niejednorodne z punktu widzenia kinetyki wzrostu
(8, 15).

Pierwszymi, ktorzy poswiecili wiecej uwagi sprawie niejednorodnosci
napromienianych populacji komorek zwierzecych byli Dewey, Hum -
phrey i Cork (10). Zwrocili oni uwage, ze niejednorodno$¢ populacji
przezywajacych napromieniowanie jest przyczyng rozbieznosci w ocenach
skutkédw promieniowania przeprowadzanych dwoma podstawowymi meto-
dami: oznaczania odsetka komérek, ktore utracity zdolno$¢ do wytwarza-
nia w petni zywotnych kolonii i okre$lania stopnia zahamowania wzrostu
populacji. Wyniki uzyskiwane za pomocg obu metod powinny by¢ catko-
wicie zgodne, gdyby wszystkie komérki przezywajgce napromienienie
i wytwarzajgce kolonie ulegaty podziatom w takich samych odstepach
czasu jak komérki kontrolne przy uwzglednieniu poprawki na op6znienie
pierwszych podziatlbw komaérek po napromienieniu. Dew ey i wsp. sto-
sujgc hodowle mysich komdrek linii L wykazali, ze przyczyng powaznych
rozbieznosci wynikow uzyskiwanych tymi dwoma metodami jest wydtuze-
nie czasu potrzebnego do podwojenia liczby komérek (czasu podwajania)
z 24 godzin w hodowlach kontrolnych do 41 godzin w populacji, ktéra po-
chodzita od hodowli napromienionej dawkag 1000 raddw.

Préby blizszego scharakteryzowania uszkodzen, ktére powodujg spo-
wolnienie wzrostu populacji napromienianych i tworzenie sie matych
kolonii podjat Sinclair (25). Wykorzystat on fakt, ze technika klono-
wania pozwala na blizsze scharakteryzowanie populacji przezywajacej.
Sinclair zanalizowat rozktad rozmiaréw kolonii w hodowlach komorek
szczepu V-79 (izolowanych z ptuca chomika chinskiego) nienapromienia-
nych i napromienianych dawkami promieni X od 250 do 1500 R. Do-
brat on tak iloSci komoérek w populacji napromienianych, aby uzyskac¢ na
wszystkich ptytkach hodowlanych zblizone liczby kolonii. Wspomnie¢
warto, ze po napromienieniu dawkg 1500 R zdolno$¢ do wytwarzania ko-
lonii zachowywato okoto 0,2% komoérek. Rozmiary kolonii w hodowli kon-
trolnej réznig sie tylko nieznacznie, natomiast réznice rozmiaréw kolonii
wytworzonych w hodowlach napromienianych sg tatwo widoczne. Rozktad
rozmiar6w kolonii w zaleznosci od dawki ilustruje rysunek 1.

Najliczniejsza grupe w hodowli kontrolnej stanowity kolonie o $redni-
cy 2—2,5 mm. W hodowlach napromienianych obok takich kolonii wzra-
staty rdwniez kolonie mniejsze i bardzo mate. W miare wzrostu dawki
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spektrum rozmiaréw kolonii poszerzyto sie i wzrastat odsetek matych ko-
lonii; po dawce 1500 R kolonie o $rednicy do 0,5 mm stanowity ponad 40%.

Nastepnie z hodowli napromienionych dawkg 1500 R wyizolowano ko-
morki z matych, $rednich i duzych kolonii. Z duzych i $rednich kolonii
wyprowadzono ponad dwadziescia linii komoérkowych, za$§ z matych ko-
lonii, zawierajagcych od 40 do 200 komorek — 14 linii komorkowych.
W niektorych prébach materiat z matych kolonii dzielono na dziesieé
mniejszych probek. Wszystkie linie okazaty sie zywotne, a zatem przyczyn
powstawania matych kolonii nie mozna doszukiwac¢ sie w niepeinej zy-
wotnosci czesci komdrek wchodzacych w ich sktad. Wszystkie nowe linie
hodowano ponad rok poréwnujac komorki poszczeg6lnych linii pod wzgle-
dem rozmiaréw, szybkoSci wzrostu, liczby chromosoméw, wystepujacych
aberacji chromosomowych, wydajnosci klonowania i wrazliwosci na pro-
mieniowanie.

Srednica kolonii, mm

Rys. 1. Rozktad rozmiaréw kolonii komoérek V-79 w zalezno$ci od dawki (25).

Stwierdzono, ze czas podwajania w wiekszosci duzych kolonii wynosit
od 10—14 godzin, natomiast w koloniach matych siegat nawet 34 godzin.
Nie znaleziono zadnej korelacji pomiedzy zwolnionym wzrostem a wyste-
powaniem aberacji chromosomowych (choé znajdowano je w ponad 30%
komdrek napromienionych dawkag 1500 R) ani tez nie znaleziono zwigz-



[5] USZKODZENIA POPROMIENNE 467

ku pomiedzy szybkoScig wzrostu kolonii a ploidalnoscia komorek. Za-
rowno wsrdd linii pochodzacych z duzych, jak i matych kolonii znajdo-
wano populacje komdrkowe znacznie réznigce sie wydajnoscig klonowa-
nia. Natomiast okazato sie, ze linie wyprowadzone z matych kolonii sg
bardziej wrazliwe na promieniowanie: $srednia dawka letalna (D37) wyno-
sita dla nich 130—150 R, podczas gdy dla komorek pochodzacych z duzych
kolonii dla wyjsciowej linii V-79 siegata ona 200 R. Ponowne napro-
mienienie komorek linii tworzagcych mate kolonie powoduje powstanie
nowego spektrum wielko$ci kolonii, przy czym rozkiad wielkosci kolonii
poréwnywalny z uzyskiwanym po pierwszej ekspozycji obserwowano po
napromienieniu znacznie nizszymi dawkami. Fakt ten, jak réwniez utrzy-
mywanie sie wydtuzonego czasu podwajania przez okres odpowiadajacy
setkom pokolen wskazujg wyraznie na dziedziczenie subletalnego uszko-
dzenia przez komorki wykazujgce uposledzony wzrost.

Rys. 2. Rozktad rozmiaré6w kolonii po dziesieciodniowej inkubacji hodowli komédrek
HelLa.

#—0—0 — hodowla kontrolna, O—0—0 — hodowla napromieniona dawka 600 R.
W kazdej kolonii oznaczono liczbe komdrek i na tej podstawie obliczono liczbe podziatow,
przez ktore przeszty populacje w poszczeg6lnych koloniach (19).

Nias, Gilbert, Lajtha i Lange (19) zanalizowali rozwéj po-
szczegolnych kolonii w napromienianych hodowlach komorek Hela, sto-
sujgc dokladniejszg niz pomiar Srednicy kolonii technike oznaczania liczby
komérek. Stwierdzili oni jednak, ze nawet nie napromieniane populacje
takich komorek sg niejednorodne i ustalili, ze pojawianie sie wolniej ro-
rosngcych komorek moze by¢ zwigzane z wywotaniem subletalnych
uszkodzen przez trypsyne stosowang w czasie przenoszenia hodowli na no-

9 Postepy Biochemii
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we ptytki. Zmieniajac warunki oddzielania komérek od podtoza uzyskali
oni znacznie bardziej jednorodne populacje o czasie podwajania okoto 29
godzin i takie populacje poddali napromienianiu dawkg 600 R promie-
niowania X, co zmniejsza do 6°0 liczbe komoérek zdolnych do utworzenia
kolonii. Oznaczenie liczby komorek w poszczegdlnych koloniach po dzie-
sieciodniowej inkubacji (rysunek 2) potwierdzito, ze promieniowanie po-
woduje uszkadzanie komorek prowadzace do powstawania szerokiego
spektrum wielkosci kolonii, a dalsze obserwacje upos$ledzonych populacji
Swiadczyty o dziedzicznym charakterze uszkodzeh hamujacych wzrost.

Badania autoradiograficzne Niasa i wsp. (19), a réwniez niektdre
dane Sinclaira (25 wskazuja, ze gtdwng przyczyng zahamowania
wzrostu w matych koloniach jest wydtuzenie czasu zycia pokolenia.

Omowione wyniki badan wskazujg zatem, ze wywotywane przez pro-
mieniowanie jonizujgce dziedziczne uszkodzenia, upo$ledzajagce wzrost
komorek zwierzecych w hodowlach, sg zjawiskiem powszechnym, przy
czym stosunkowo niewielkie dawki powoduja takie uszkodzenia u znacz-
nego odsetka komdrek przezywajgcych napromienienie.

Duza liczba upos$ledzonych komdrek w populacjach przezywajgcych
napromienienie pozwala na badanie dziedzicznych uszkodzen popromien-
nych rowniez w hodowlach komdrek wzrastajgcych w postaci zawiesin.
Nawet diugotrwate prowadzenie hodowli komoérek tego rodzaju nie wy-
maga stosowania czynnik6éw uszkadzajacych, jak na przyktad trypsyna
czy zwiazki kompleksujgce uzywane do odczepiania komérek od podtoza.
Ponadto z zawiesin mozna uzyska¢ wieksze ilosci materiatu do badan
biochemicznych.

Sledzac kinetyke wzrostu komérek w hodowlach mysich limfoblastéw
linii L 5178Y w zawiesinach (3) autor niniejszego artykutu zauwazyt réz-
nice w zachowaniu populacji, ktére przezyty napromienienie i populacji
kontrolnych w hodowlach o bardzo niskiej poczatkowej gestosci populaciji,
w ktérych nawet nienapromienione komoérki rozmnazajg sie wolniej.
Wzrost komorek, ktére przezyty napromienienie byt jeszcze wolniejszy,
co $wiadczy o ich wiekszej wrazliwosci na niekorzystne warunki wzrostu.
Nadwrazliwo$¢ ta utrzymuje sie przez diuzszy czas, przy czym stopniowo
maleje zanikajac po okresie odpowiadajacym czasowi zycia kilkudziesieciu
pokolen (5). Wskazywato to na niejednorodno$¢ populacji przezywajacych
napromienienie. Prawdopodobnie obok komérek wzrastajgcych z normal-
ng szybkoscig zawieraty one i komérki uposledzone, ktére warunkowaty
nadwrazliwo$¢, a w czasie wzrostu hodowli byty stopniowo eliminowane.
PrzeSledzenie procesu ich eliminacji (4) wykazato (rysunek 3), ze popu-
lacje napromieniane niezbyt wysokimi dawkami przechodzg przez trzy
charakterystyczne fazy rozwoju.

Bezposrednio po napromienieniu rozpoczyna sie faza | (po dawce 150
R odpowiada ona okoto 15-tu czasom podwajania), podczas ktorej
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eliminowane sg uszkodzone letalnie komorki. Przed zakonczeniem fazy
I odsetek komorek niezywotnych w populacji powraca do poziomu
kontroli.

W fazie Il populacje napromieniane wzrastajg wolniej niz kontrolne,
mimo ze sktadajg sie w tym samym stopniu z komérek zywotnych. W fazie
tej zapewne zachodzi eliminacja komdrek uposledzonych pod wzgledem
aktywnosci proliferacyjnej. W znacznym przedziale dawek dtugos$¢ fazy

II' w niewielkim stopniu zalezy od dawki i odpowiada nieco wiecej niz
80-ciu czasom podwajania.

Rys. 3. Porownanie kinetyki wzrostu populacji komoérek L 5178Y napromienianych
roznymi dawkami promieniowania X i populacji nienapromienianej (4)

N —oznacza liczbe komoérek w 1 ml

W fazie Il szybko$¢ wzrostu populacji napromienianych zrownuje
sie z szybkoscig wzrostu hodowli nienapromienianych.

Badania kinetyczne pozwolity tez oceni¢ w przyblizeniu udziat komo-
rek uposledzonych w populacji przechodzacej z fazy | do Il. Okazato sie,
ze na poczatku fazy Il odsetek komérek, ktérych wzrost jest uposledzony
dziedzicznie, nie zalezy od dawki promieniowania jonizujgcego w pewnym
przedziale dawek. Potwierdzit to ostatnio Berry (9) badajagc komorki
HelLa. Brak zaleznoS$ci tego typu moze oznaczaé, ze bezposrednio po na-
promienieniu wszystkie komdérki w populacji sg uszkadzane. Pdzniejr
w zaleznoSci od stopnia uszkodzenia i wydolnosci mechanizméw naprawy,
uszkodzenia mogag prowadzi¢ w niektérych komérkach do efektow letal-
nych, w innych nastepuje czeSciowa naprawa zapewniajgca zywotno$c, ale

o*
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nie prowadzaca do catkowitej odbudowy aktywnos$ci proliferacyjnej,
w jeszcze innych wreszcie odbudowa aktywnosci proliferacyjnej jest cat-
kowita.

Rozw0j hodowli napromienionych wysokimi dawkami (na przyktad po-
pulacja napromieniona dawkg 450 R, przedstawiona na rysunku
3 nie wykazuje trzech faz rozwoju, gdyz prawdopodobnie populacja taka
sktada sie wytacznie z uposledzonych dziedzicznie komorek i wzrost ho-
dowli jest zwolniony przez caty okres obserwacji.

Nie mozna wykluczy¢, ze dziedziczne uszkodzenia wywolywane przez
promieniowanie w réznych rodzajach komoérek, a nawet w rédznych ko-
madrkach jednorodnej populacji maja odmienny charakter. Oprécz wy-
stepowania w napromienianych populacjach komoérek o wydiuzonym
cyklu komaérkowym (19, 25) opisano réwniez obserwacje Swiadczace o wy-
raznie obnizonej zywotnosci populacji nawet po dtuzszym czasie od napro-
mienienia (25, 29, 30). Obydwa te efekty mogg wystepowaé #gcznie w tej
samej populacji dotyczac réznych (25), a nawet tych samych komorek.
0 tej ostatniej mozliwosci Swiadczg obserwacje Thompsona (26)
wskazujace, ze czas zycia pokolenia w letalnie uszkodzonych liniach ko-
morkowych stopniowo wydtuza sie, az do catkowitej utraty aktywnosci
proliferacyjnej. Elkind i wsp. (11) ttumaczg to wystepowaniem efek-
tow letalnych dopiero woéwczas, gdy w komdérkach potomnych ulegnie
rozcieficzeniu ponizej krytycznego poziomu jaki$ istotny skladnik
wewnatrzkomdrkowy, ktérego wytwarzanie zostato zahamowane czescio-
wo lub catkowicie. Ponadto pewien udzial w obserwowanych efektach
moze mie¢ opOznienie pierwszych po napromienieniu podziatow komérko-
wych, ktére wedlug Lund i Rosengrena (17) moze by¢ bardzo
znaczne i siegac¢ na przyktad dla komoérek HelLa kilku tygodni. Ocena ilos-
ciowa dotychczasowych danych wyklucza jednak aby opdznienia takie
byty jedynym Zrédtem obserwowanych zjawisk.

Doktadniejsze przeSledzenie losow poszczegblnych komérek i ich po-
tomstwa umozliwia technika mikrokinematografii, chociaz okres, w kté-
rym mozna prowadzi¢ obserwacje tg technikg w praktyce nie przekracza
czasu zycia kilku pokolen. Wyniki takich badan potwierdzajg fakt wydtu-
zania sie cyklu komérkowego czesci komérek zywotnych w populacjach
potomnych po napromienieniu (1, 14, 18). Ponadto stwierdzono jednak
(1, 14) rowniez wydtuzenie cyklu komérkowego u potomstwa komdrek,
ktére bezposrednio po napromienieniu nie wykazujg wydtuzenia cyklu.
Wydtuzenie okresu miedzypodziatlowego obserwowano niekiedy po paru
normalnych cyklach, przy czym w pewnych przypadkach upo$ledzenie to
przenoszone byto na dalsze pokolenie, a w innych nie. Niewatpliwie
Swiadczy to o ztozonosci zjawisk zwigzanych z dziedzicznymi uszkodze-
niami popromiennymi.

Sklasyfikowanie zmian obserwowanych na poziomie komodrkowym
1 ich iloSciowa ocena moze zblizy¢ nas do znalezienia odpowiedzi na
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zasadnicze pytanie dotyczgce mechanizméw przenoszenia uszkodzen z po-
kolenia na pokolenie. By¢ moze uda sie ustali¢, czy zmiany te maja cha-
rakter mutacji cytoplazmatycznych, ktére jak wiadomo wyr6zniajg sie
znaczng czestoscig wystepowania, czy tez, ze sg to uszkodzenia informacji
genetycznej zawartej w jadrze. Rozstrzygniecie tego zagadnienia powinno
utatwic¢ znalezienie odpowiedzi na pytanie czy popromienne efekty letalne
i dziedziczne uposledzenie subletalne wiaza sie z uszkadzaniem r6znych
miejsc w komorkach, czy tez sag one wynikiem uszkadzania tych samych
obszaréw, lecz w réznym stopniu.

Petrovic¢ i Nias (21) stwierdzili, ze dodanie do napromienianej
hodowli komérek HelLa réwnomolarnej mieszaniny czterech dezoksynu-
kleozydéw powoduje nie tylko zwiekszenie liczby kolonii, lecz réwniez
pewne przyspieszenie wzrostu komdérek uszkodzonych subletalnie. Mozna
podejrzewac, ze dezoksynukleozydy stuzg tu jako materiat do odbudowy
uszkodzonych fragmentow DNA przez mechanizmy naprawy popro-
miennej.

W badaniach dziedzicznych uszkodzerh popromiennych przydatny moze
okaza¢ sie fakt, ze inne czynniki wywotujg podobne uszkodzenia. Wspo-
mniano juz o uszkadzajacym komdrki HelLa dziataniu trypsyny (19, 20).
Efektu tego nie stwierdzono wprawdzie w przypadku komérek chomika
(25), ostatnio doniesiono jednak, ze podobne uszkodzenia moga wywotywacé
pewne substancje toksyczne, a nawet krétkotrwate ogrzewanie hodowli
komorkowych do 45—47°C (28).

Badania dziedzicznych uszkodzen popromiennych w somatycznych ko-
morkach zwierzecych znajdujg sie w poczatkowej fazie. Na razie, obok
dwu podstawowych kategorii komdrek rozroznianych w populacjach na-
promienianych, to jest komérek zywotnych i komérek uszkodzonych
letalnie, dostrzezono znajdujgca sie na pograniczu tych dwu Kkategorii
klase komorek zywotnych, lecz uposledzonych dziedzicznie. Dalszy rozwdj
tych badan z pewnoscig przyczyni sie do zblizenia teorii radiobiologicz-
nych do rzeczywistego obrazu zjawisk zachodzgcych w napromienianych
komérkach zywych.
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Laureaci Nagrody Nobla z dziedziny medycznej w 1967 roku
G. Wald, R. Granit i H. K. Hartline

Nagrode Nobla z zakresu medycyny za rok 1967 otrzymali zespotowo trzej uczeni:
G. Wald, R. Granit, H. K. Hartline za wybitne odkrycia nad mechanizmem powsta-
wania wrazen wzrokowych.

G. Wald, lat 61, profesor Uniwersytetu Harvard, juz w latach trzydziestych
wykazat znaczenie vitaminy A w procesie widzenia. Pod wptywem absorpcji kwantu
Swiatta w zewnetrznych cztonach precik6w rodopsyna poprzez zwigzki posSrednie:
preluminorodopsyne, lumino-rodopsyne i metarodopsyne, rozktada sie na neoretynine
b i opsyne. W czasie tej reakcji neoretynina, b-ll-cis izomer aldehydu witaminy
Aj, przeksztatca sie w izomer trans i powstaja dwie grupy -SH, ktdre umozliwiajg
wytworzenie potencjatu czynno$ciowego. W laboratorium Walda okre$lono réwniez
inne pigmenty fotoreceptoréw: jodopsyne, porfiropsyne i cjanopsyne. Okazato sie,
ze substancje Swiattoczute siatkowki kregowcdédw i pigmenty wzrokowe u bezkre-
gowcow sg podobne. Jest to jedno z pieknych i zdumiewajgcych osiagnie¢.bioche-
micznych Walda we wspdtczesnej biologii. Wald podat takze dane dos$wiadczalne dla
tr,6jchromatycznej teorii barw. Metoda mikrospektrofotometryczng wykazat w siat-
kowce ludzkiej trzy rodzaje czopkéw o maksimum absorpcji: 450, 525, i 555 nm.

R. Granit, lat 67, emerytowany dyrektor Krélewskiego Instytutu Neurofizjologii
w Sztokholmie, przeprowadzit zasadnicze badania z elektrofizjologii siatkéwki. Wy-
kazat on, ze potencjat czynno$ciowy daje obiektywny obraz siatkowki in situ. Prace
R. Granita w tej dziedzinie sag podstawg elektroretinografii klinicznej. Dzieki zasto-
sowaniu mikroelektrod zbadat on aktywno$¢ poszczeg6lnych komérek zwojowych
siatké6wki oraz ustalit ich wzajemne oddziatywania na bodZzce pobudzajace i ha-
mujace. Znane sg powszechnie prace Granita nad mechanizmem powstawania wrazen
barwnych. Niektdre fotoreceptory (dominatory) posiadajg rozlegta czutosé¢ spektralng,
natomiast inne elementy siatkéwki (modulatory) bezposrednio, badz po chromatycz-
nej adaptacji, sa wrazliwe na widmo o stosunkowo waskim pasmie. Badania Granita
daty pierwszy bezposredni dowdéd wyspecjalizowanej czuto$ci spektralnej okreslo-
nych czopkow.

Jednakze poznanie mechanizmu dziatania fotoreceptoréow jest tylko czescig
probleméw widzenia. Drugi zesp6t zagadnien dotyczy sposobu kodowania informacji
wzrokowej przy przekazywaniu jej od fotoreceptoréw do moézgu. Zasadniczych od-
kry¢ w tej dziedzinie dokonat H. K. Hartline, lat 67, profesor biofizyki Uniwersytetu
Rockefelera w Nowym Yorku, w r. 1932 zapisat on jako pierwszy aktywnos$¢ poje-
dynczych widkien nerwu wzrokowego u kraba Limulus. Wyniki jego badan dowiodty,
ze impulsy przekazywane przez pojedyncze witékna sa mato zréznicowane wedtug
ksztattu i amplitudy. Informacja dotyczaca na przyktad oswietlenia fotoreceptora
zakodowana jest w czestotliwos$ci impulsow biegnagcych do mézgu. Réwniez zasadni-
cze dla teorii widzenia byty rozlegte badania Hartline’a nad polami recepcji wtdkien
nerwu wzrokowego. Hartline podat mape tych pél dowodzac jednocze$nie, ze ko-
madrka zwojowa siatkowki moze by¢ pobudzona lub hamowana przez wiele fotore-
ceptorow majacych zbiezne drogi. Wymienione tu, niektére wyniki badan Hartline’a
oraz odkrycia Walda, i Granita nawzajem sie uzupetniaja, cho¢ byty wykonywane
niezaleznie. Przyczynity sie one do czesSciowego poznania mechanizmu fotorecepcji —
transformacji kwantéw Swiatta w zjawisko widzenia.

T. Mikulski
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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.

Recenzowana ksigzka jest zbiorem referatow wygtoszonych na sympozjum
poswieconym biosyntezie pierwotnych i wtérnych produktéw roslinnych, zorganizo-
wanym w dniach od 13 do 15 kwietnia 1964 r. w Leeds przez Plant Phenolic Group,
ktéra na dorocznym zebraniu w tym samym roku, w zwigzku z rozszerzonym pro-
gramem dyskusji przyjeta nazwe Phytochemical Group.

Podobnie jak materiaty poprzednich sympozjéw tej organizacji (Phenolics in
Plants in Health and Disseases, Pergamon Press, 1960; Enzyme Chemistry of Pheno-
lic Compounds, Pergamon Press 1963) rowniez i recenzowany tom nie jest zbiorem
opracowan monograficznych o jednolitym charakterze i obejmujgcych w sposéb
mniej lub bardziej wyczerpujacy pewng grupe zagadnien biochemii ro$lin. Biosyn-
thetic Pathways jest raczej zbiorem dyskusyjnych referatow dotyczacych réznych
dziedzin badan nad pierwotnymi i wtéornymi metabolitami ros$lin, przygotowanych
przez najwybitniejszych specjalistow pracujgcych w tych dziedzinach w Wielkiej
Brytanii.

Ten dyskusyjny charakter najmniej widoczny jest w dwo6ch pierwszych pracach
recenzowanego tomu: N. A. Burges i M. H. Hurst z Uniwersytetu w Liverpoolu oma-
wiajg role struktur wewnatrzkomoérkowych w ewolucji i regulacji szeregéw bhiosyn-
tetycznych, a T. Swain z Cambridge wiekszg cze$¢ swego referatu poswiecit metodom
badania biosyntezy. Nastepnie T. W. Goodwin z Uniwersytetu w Aberystwyth oma-
wia w dwdéch kolejnych artykutach zagadnienia biosyntezy karotenoidéw i regulacji
syntezy terpenoidéw w ros$linach wyzszych. Nastepne prace to: L. Fowdena z Uni-
wersytetu Londyniskiego o biosyntezie aminokwaséw, D. Butlera z Liverpoolu o prob-
lemach badania biosyntezy biatka w roélinach wyzszych, R. D. Prestona z Leeds
0 biosyntezie celulozy, F. A. Isherwooda z Cambridge o niektérych zagadnieniach
biosyntezy ligniny, T. B. Cromwella z Hull o biogenezie alkaloidéw piperydynowych,
J. Lascelles z Oxfordu o problemach biosyntezy chlorofilu i S. L. Ransona z Newcastle
0 kwasach rosélinnych. W recenzowanym tomie znalazty sie rdwniez nadestane stresz-
czenia referatow G. A. Barbera z Berkely w USA o roli nukleotydéw w przemianach
cukrowcéw i H. Griesebacha z Freiburga w NRF o antocyjanidynach i flawonoidach.

Zaden z autor6w prac zamieszczonych w omawianym tomie nie stawiat sobie za
cel przedstawienia catoksztattu poruszanego zagadnienia. Wszystkie wypowiedzi sg
skierowane do specjalistow pracujagcych w omawianej lub pokrewnych dziedzinach
1 dobrze zorientowanych w podstawowych zagadnieniach biosyntezy pierwotnych
i wtornych metabolitéw roslinnych. Uog6lnienia przedstawione w niektérych pracach
oparte sg na wynikach badan ostatnich lat i czesto stanowig jeszcze hipoteze roboczg,
a nie usystematyzowanie szczegétowo udowodnionych proceséw. Dotyczy to zaré6wno
mechanizmu regulacji syntez terpenoidéw, jak i procesu powstawania widkien celu-
lozy, wzajemnych zaleznos$ci réznych drog biosyntezy alkaloidow piperydynowych,
a nawet tak dobrze zbadanych zagadnien, jak biosynteza aminokwaséw i roélinnych
kwaséw organicznych. Zwraca uwage poruszanie przez niemal kazdego autora probie-
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matyki regulacji proceséw biosyntetycznych, dokonywane najczesciej w formie pro-
pozycji lub hipotez.

Zbiér referatobw zawarty w tomie ,Biosynthetic Pathways” nie obejmuje cato-
ksztattu zagadnien zwigzanych z biosyntezag metabolitdw ro$linnych i nie to byto za-
mierzeniem wydawcy. Niektére zagadnienia sa zaledwie zasygnalizowane w postaci
streszczen referatéw, inne dotyczace niemniej waznych grup potaczen chemicznych,
jak na przyktad lipidy, kwasy nukleinowe czy liczne metabolity wtédrne — catkowicie
pominiete.

Profil recenzowanej ksigzki powoduje, ze nie mogtaby ona byé zalecana jako
lektura uzupetniajgca dla poczatkujacych pracownikdw nauki. Niemniej dobrze by
byto aby mogta sie znalezé w kazdej pracowni zainteresowanej zagadnieniami bio-
chemii roslin.

S. Lewak

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

Czechostowacki osrodek badan nad chromatografia oddawna juz zalicza sie do
czotéwki Swiatowej. Podrecznik ,Chromatografia Bibutowa” w jezyku czeskim wy-
dany w 1954 roku nalezat do pionierskich i najbardziej wyczerpujgcych opracowan
z tej dziedziny w owym okresie i przettumaczono go na wiele jezykéw. Drugie,
kilkutomowe, rozszerzone wydanie tego podrecznika w jezyku niemieckim zawiera
bibliografie doskonale opracowanag wedtug problemdéw i autoréw do 1960 roku. Dla
nas ksigzka ta jest szczegdlnie pozyteczna gdyz w zadnym z dotychczasowych wy-
dawnictw zaréwno polskich, jak i zagranicznych nie znajdziemy tak wyczerpujaco
zebranych prac polskich. Czechostowacki zespét chromatograficzny skupia wielu
chemikéw réznych specjalno$ci, od teoretyk6w do analitykéw, a ponadto biochemi-
kow, biologéw i lekarzy. Swiadczg o tym systematycznie organizowane sympozja
miedzynarodowe i starannie wydawane pamietniki sympozjalne, ponadto wydawnic-
twa specjalistyczne z dziedziny metodyki chromatograficznej. Pozostaje nam tylko
podziwia¢ i wysoko ceni¢ te zespotowe osiggniecia.

Ostatnio wydana w jezyku niemieckim czeska monografia pod tytutem: ,,Chro-
matografia kolumnowa na jonowymiennikach celulozowych” zawiera 16 rozdziatow
opracowanych przez 12 chemikéw i biochemikéw. Autorami sg kierownicy i pracow-

nicy Instytutéw naukowych i Katedr Uczelni: Instytutu Biochemii i Farmacji,
Hematologii i Transfuzji krwi, Onkologii, Mikrobiologii, Wirusologii oraz Zaktadéw
Uniwersyteckich Biochemii i Botaniki. Niewatpliwie aktualno$¢ i warto$¢ monografii

wigzg sie z trudnym problemem doboru najlepszej metodyki chromatograficznej dla
rozdzielania zwigzkéw wielkoczasteczkowych, a w szczeg6lnosci biatek. Obecnie
osiggniecia techniki kolumnowej na jonowymiennikach celulozowych stawiajg te
metode w rzedzie najlepszych w analizie zwigzkéw wielkoczgsteczkowych. Na cztery
pierwsze rozdziaty w czesci ogélnej sktadajg sie: syntetyczny przeglad znanych metod
chromatograficznych i ich krétka charakterystyka (J. Hais), preparatyka jonowy-
miennikow celulozowych i charakterystyka ich witasnosci fizycznych i chemicznych
(J. Koci i Z. Pechan), problemy teoretyczne proceséw jonowymiennych (A. Kocent)
i szczeg6lnie cenne i pozyteczne dla wigkszosci odbiorcow szczegéty techniczne od-
nos$nie doboru odpowiednich do badanego materiatu jonowymiennikéw, ponadto
praktyczne przepisy i interpretacja wynikow (Z. Brada). Cze$¢ systematyczna obej-
muje frakcjonowanie biatek osocza w fizjologii i patologii (M. Rybak) rozdzielanie
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hemoglobiny i innych biatek w krwinkach (Z. Brada), biatek w ptynach ustrojowych
(mleko, ptyn moézgo-rdzeniowy, $lina, sok trzustkowy, jady wezowe, mocz) (Z. Brada
i C. Altaner), biatek tkankowych {C. Altaner), hormonéw o budowie biatkowej i poli-
peptydowej (M. Queisnerova), enzymoéw (C. Altaner), biatek roslinnych {J. Tupy
i M. Cech), kwaséw nukleinowych i polinukleotydéw (J. Dosco€il), substancja pocho-
dzenia bakteryjnego (V. Liebl), wiruséw (L. Hana), wielocukrowcéw (Z. Brada)
i zwigzkéw niskoczasteczkowych (aminokwaséw i peptydéw, witamin i koenzymow,
anionéw i kationéw nieorganicznych) (Z. Pechan).

W szystkie te rozdzialy taczy wspolny schemat opracowania. Redakcji udato sie
unikngé pospolitego btedu wydawnictw zbiorowych — nier6wnomiernej rozbudowy
poszczegblnych rozdziatdéw. Pismiennictwo zebrano oddzielnie dla kazdego rozdziatu.
Niestety brak pozycji bibliograficznych z ostatnich lat, cechujagcy wszystkie wieksze
wydawnictwa zbiorowe o dtuzszym okresie przygotowawczym do publikacji, wystapit
iw tym wydawnictwie. Szkoda, ze Redakcja nie dodata ,,addendum™. Liczne tabele
z przegladem jonowymiennikéw i ich charakterystyka utatwiaja czytelnikowi dobdr
tychze do wtasnych badan. Sadzac na podstawie tytutu wydawatoby sie, ze powyzsza
monografia jest bardzo specjalistyczna i moze budzi¢ zainteresowanie tylko u bardzo
niewielkiego grona czytelnikow. Jednakowoz doktadny przeglad wszystkich rozdzia-
téw pozwala jg oceni¢ jako bardzo uzyteczng dla wiekszosci pilacowni naukowych
i ustugowych, laboratoriow klinicznych, pracowni mikrobiologicznych i przemysto-
wych. Pewng trudno$¢ dla polskiego czytelnika moze stanowi¢ jezyk niemiecki
publikacji, poniewaz szczeg6lnie mtodsze pokolenie pracownikdéw naukowych i labo-
ratoryjnych ogranicza swa znajomos$¢ jezyka obcego raczej tylko do angielskiego.
Ksigzka ta zainteresuje gtéwnie tych pracownikéw, ktdrzy zajmuja sie rozdzielaniem
i analizg mieszanin zwigzkéw wielkoczasteczkowych. Doskonatly papier i piekne opra-
cowanie graficzne podnosza warto$¢ i uzupetniajg zalety tego cennego wydawnictwa.

J. Opienska-Blauth

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

Omawiane dzieto obejmuje 19 opracowan zgrupowanych w czterech rozdziatach.
Na pierwszy z nich skladajg sie artykuly omawiajgce dziatanie etanolu na nie-
ktére procesy biochemiczne u cztowieka i zwierzat doswiadczalnych. Rozdziat ten
rozpoczyna opracowanie na temat uzycia zwierzat doSwiadczalnych do badan nad
alkoholizmem (J. P. v. Wartburg). Autor podkresla przyczyny, dla ktérych nie wolno
bezkrytycznie ekstrapolowa¢ na cztowieka wynikéw uzyskanych na zwierzetach,
mimo iz metabolizm etanolu przebiega u nich po tych samych torach. Dwa opracowa-
nia dotyczg wolnego wyboru miedzy wodg a 10—15% etanolem przez zwierzeta do-
Swiadczalne. Stwierdzono genetycznie uwarunkowang sktonno$¢ do wyboru napoju
alkoholowego przez szczury (O. A. Forsander). Obcigzahie alkoholem os$rodkowego
uktadu nerwowego matp nie wptywa na wybér (G. Koz, J. H. Mendelson). Na szcze-
gbélng uwage zastugujag opracowania dotyczgce hamujgcego dziatania etanolu na
aktywny transport kationéw {H. Kalant, Y. Israel), metabolizm amin w alkoholizmie
(V. J. Schenker, B. Kissin, L. S. Maynard, A. C. Schenker) oraz wptywu disulfiramu
i etanolu na katabolizm noradrenaliny u cztowieka (A. A. Smith, S. Gitlow). Obok
wywotanego przez hamowanie aktywnego transportu wptywu alkoholu na aktywnos$¢
ATP-azy, w wystgpieniu objawow zatrucia wazng role odgrywa¢ moze tez hamujace
dziatanie alkoholu na uwalnianie acetylocholiny z zakonczen nerwowych. Wybitne
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wydalanie tryptaminy z moczem u ludzi po spozyciu alkoholu spowodowane jest
przede wszystkim zwiekszonym uwalnianiem amin z depozytéw. Disulfiram, lek
czesto uzywany w kuracji odwykowej alkoholikéw, hamujac dehydrogenaze alde-
hydowa, wptywa na metabolizm noradrenaliny. Taki sam efekt wywotujg duze ilosci
alkoholu. Opracowanie dotyczace roli aldehydu octowego (E. B. Truitt Jr., G. Duritz)
podkresla, ze ten produkt posSredni w przemianie alkoholu dziata jako bodziec stres-
sowy na uktad podwzgérzowo-przysadkowo-nadnerczowy i jest czynnikiem uwalnia-
jacym aminy biogenna z innych cze$ci uktadu nerwowego.

Rozdziaty drugi i trzeci poSwigecone sg zagadnieniom zwigzanym z metabolizmem
etanolu i zmianami patologicznymi jakie zwigzek ten wywotuje u ludzi i zwierzat.

W szechstronne badania nad syntezg ttuszczéw i kwaséw ttuszczowych z alkoholu
(H. Casier) stanowia podstawe dla zrozumienia roli etanolu w patogenezie marskosci
watroby. Doswiadczenia nad seryjnym oznaczaniem aldehydu octowego w powietrzu
pecherzykowym po podaniu alkoholu (G. Freund) podkres$lajag toksyczne dziatanie al-
dehydu octowego w patogenezie chronicznego alkoholizmu. W badaniach nad wpty-
wem glukagonu i tréjjodotyroniny u pséow (F. W. Kinard) oraz hormon6éw tarczycy,
insuliny i D-glukozy u ludzi (P. E. Stokes, B. Lasley) autorzy stwierdzili brak dzia-
tania tych zwigzkéw na kinetyke przemian alkoholu, co zwtaszcza w odniesieniu do
trojjodotyroniny, jest wcigz jeszcze sporne. Wyniki badan nad metabolizmem alko-
holu u myszy z r6zng zawarto$cig dehydrogenazy alkoholowej w watrobie (E. C. Wil-
son) wskazujg na brak korelacji miedzy szybkos$cig utleniania etanolu a zawartosciag
tego enzymu. Wiele uwagi poSwigecono zaburzeniom przemiany tluszczowej. Badania
nad patogenezag sttuszczania watroby w ostrym zatruciu etanolem (N. R. Di Luzio,
M. Poggi) wskazujg na obnizenie zdolno$ci utleniania tréjglicerydéw w watrobie.
Etanol wzmaga wbudowywanie kwasow ttuszczowych do tréjglicerydéw, a zmniej-
sza ich wbudowywanie do fosfolipidéw (M. G. Horning, M. Wakabayashi, H. M. Ma-
ting). Proces ten, podobnie jak mobilizacja tréjglicerydéw z watroby pod dziataniem
alkoholu, zalezy ponadto od czynnikéw hormonalnych i od ptci (M. G. Horning,
L. Mani, K. L. Knox). Oméwiono tez $cista zalezno$¢ pomiedzy poziomem alkoholu we
krwi a synteza tréjglicerydow w watrobie szczuréw zatruwanych duzymi dawkami
etanolu (H. M. Maling, B. Highman, J. M. Hunter, W. M. Butler Jr.,- M. A. Wiliams).
Zamieszczone w tym rozdziale dwa artykuty pogladowe omawiajg: wptyw niedo-
boréw dietetycznych na pogtebianie si¢ zmian patologicznych oraz korzystne
dziatanie, biatka i sterydéow anabolicznych (C. M. Leevy, W. T. Hove), a takze
hiperlipemie i hiperurykemie towarzyszacg wzmozonemu spozyciu alkoholu (C. S.
Lieber). Z danymi biochemicznymi olmechanizmie toksycznego dziatania alkoholu
na watrobe zgadzajg sie tez wyniki badan morfologicznych (E. A. Porta, W. S.
Hartroft, F. A. De La lglesia).

Ostatnia cze$¢ obejmuje tylko jeden obszerny artykut (E. C. Hoff) o perspekty-
wach leczenia i rehabilitacji alkoholikéw uwzgledniajagcy farmakologiczne, kliniczne
i socjologiczne aspekty tego trudnego zagadnienia.

Szeroki wachlarz tematyki uzupeinionej wyczerpujgco piSmiennictwem pre-
destynuje omawiang ksigzke do roli podstawowego przewodnika w studiach nad
alkoholizmem. Zainteresuje ona niewatpliwie szerokie kota biochemikdédw, toksy-
kologéw, fizjologéw, farmakologéw i patologéw, jak réwniez internistow, neurologéw
i psychiatrow, a takze specjalistow spoza kregu dyscyplin lekarskich, jak socjologéw
i psychologéw, ktérzy znajdg w niej cenne informacje dotyczace probleméw re-
habilitacji i resocjalizacji alkoholikéw.

K. Spett
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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.

Cze$¢ pierwsza 10-ego tomu wydawnictwa ,,Progress in the Chemistry of Fats
and other Lipids” zawiera jeden tylko obszerny (150 stron) artykut przeglagdowy
pod tytutem: ,Fatty livers and lipotropic phenomens”. Autorami artykutu sa:
C. C. Lucas i Jessie H. Ridout, badacze kanadyjscy, od lat wspo6tpracujagcy z C. H.
Best’em w Toronto. Autorzy bardzo obszernie i szczegétowo omawiajg zagadnienia
dotyczace odktadania sie tluszczu w watrobie pod wpltywem niewtasciwie dobra-
nych skladnikéw pokarmowych, zastrzegajac sie przy tym, ze nie jest ich celem
doktadne omoéwienie ottuszczenia spowodowanego innymi czynnikami (chorobowymi
lub toksycznymi).

W roku 1932 Best i jegb wspoipracownicy stwierdzili, ze przy pewnych sztucznie
dobranych dietach mozna spowodowaé ottuszczenie watroby u zwierzat doswiad-
czalnych i wprowadzili okre$lenie ,substancji lipotropowych” dla tych zwiazkow,
ktore zapobiegajag gromadzeniu sie ttuszczu wzglednie przyspieszajg usuwanie jego
nadmiaru. Substancja lipotropowg jest przede wszystkim cholina, a poza tym
niektére inne zwigzki (betaina, metionina). Pokarm zawierajacy zbyt mato choliny
lub jej prekursoréw powoduje ottuszczenie watroby, a czesto réwniez wiele innych
zmian patologicznych, jak uszkodzenie nerek, naczyn krwionosnych, przewodu
pokarmowego, zaburzenia w laktacji, zahamowanie wzrostu i inne.

Hola choliny w zapobieganiu tym zjawiskom byta przez diugi czas niejasna.
Przypisywano jej cechy witaminy ze wzgledu na to, ze jest to zwigzek organiczny,
niezbedny dla prawidtowego rozwoju, a dostarczajagcy bardzo niewiele energii.
Z drugiej jednak strony cholina jest czescig czagsteczki lecytyny, waznego sktadnika
strukturalnego komorki i zapotrzebowanie na choling jest znacznie wigksze nfz na
witaminy. Zapotrzebowanie na choline zalezy zresztg od ilosci pobieranego pokarmu
i jest szczeg6lnie duze, gdy pokarm zawiera niewiele biatka, a znaczne ilosci
ttuszczu lub zwigzkéw prowadzacych do jego powstawania. W tych przypadkach
potrzeba znacznych ilosci choliny, aby zapobiec ottuszczeniu watroby i innym
zmianom patologicznym.

Odktadanie sie ttuszczu w watrobie moze wynikaé¢ z kilku przyczyn: 1) ze
wzmozonej mobilizacji ttuszczu z tkanek zapasowych i nadmiernego jego doptywu
do watroby, 2) wzmozonej syntezy w watrobie, 3) zahamowania utleniania oraz
4) z zakiécen w transporcie ttuszczu z watroby do krwi. Nikt dotychczas nie
stwierdzit udziatu choliny w trzech pierwszych z wymienionych proceséw, nato-
miast rola jej w transporcie lipidow z watroby do krwi jest bardziej niz praw-
dopodobna. Ttuszcz bowiem jest transportowany z watroby w postaci lipoproteidéw,
do ktérych wytworzenia niezbedne sa fosfolipidy, gtéwnie zawierajagce choline
lecytyny.

Wydaje sie, ze pozostate zaburzenia wystepujace przy niedoborze choliny mozna
-sprowadzi¢ do faktu, ze cholina jest konieczna dla prawidtowej syntezy fosfolipi-
dow, niezbednego sktadnika wszystkich struktur komérkowych.

Lipotropowy efekt innych substancji (betainy, metioniny, niektérych amino-
kwaséw) tlumaczy sie tym, ze ulegajg one przeksztalceniu w choling, gtéwnie
poprzez mechanizm metylacji.

Artykut Lucasa i Ridout w sposéb bardzo szczegétowy (i czesto bardzo roz-
wlekty) omawia zmiany zachodzace w watrobie przy ottuszczeniu, metody analizy,
zjawiska lipotropowe i pseudolipotropowe, procesy prowadzace do syntezy choliny
z jej prekursoréow (gtdwnie na zasadzie transmetylacji) wreszcie chemiczne wtasci-
wosci choliny i przypuszczalny mechanizm jej dziatania. Nie wydaje sie, aby magt
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on zainteresowac nie specjalistow, ale dla oséb zajmujacych sie tym zagadnieniem
moze prawdopodobnie byé przydatny, zwtaszcza ze wzgledu na niezmiernie obszerny
zestaw literatury. Spis literatury zawiera okoto 1200 pozycji i uwzglednia zaréw-
no prace nowsze, jak dawniejsze i bardzo dawne (siega w przeszto$¢ az do drugiej
potowy XIX wieku).

P. Wlodawer

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

W roku 1957 ukazata sie pierwsza, obszerna polska monografia pod tytutem
»Chromatografia”, ujmujagca szeroki zakres zagadnien zwigzanych z tag wspoiczesng
metoda analityczng i badawczg. W nastepnych latach wydano kilka niewielkich mo-
nografii specjalistycznych polskich autoréw, omawiajagcych przede wszystkim zasto-
sowanie chromatografii do celow specjalnych, na przyktad do badania witamin, hor-
monow, aminokwasow i biatek. Obecna ksigzka ,,Vademecum chromatograficzne” jest
elementarnym podrecznikiem chromatografii bibutowej, dajagcym réwniez przeglad
innych technik chromatograficznych. Ksigzka sktada sie z trzech czes$ci. Pierwszg
poswiecono og6lnemu przedstawieniu proceséw i technik chromatograficznych,
w drugiej omoéwiono chromatografie wybranych grup zwigzkéw chemicznych (cu-
krowcow, aminokwaséw, kwaséw organicznych glikozydéw, i terpendow, alkaloidéow
oraz sterydéw), trzecia zawiera ¢wiczenia i zadania.

Ksigzka jest przeznaczona gtownie dla studentéw chemii, farmacji, biologii itp.,
powinna takze stuzy¢ pomocag zaréwno w odpowiednich szkotach zawodowych jak
w réznego typu pracowniach analitycznych.
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