HUGON KOWARZYK I KAROL BULUK * -

TROMBINA, PROTEAZA TROMBINOWA 1 PLAZMINA

Z Zakladu Patologii Ogdlnej i Doswiadczalrej Akademii Medycznej we Wroclawiu
Kierownik: Prof. dr H. Kowarzyk **

W latach 1946 do 1950 ustalono w tutejszym zakladzie na stosunkowo
obszernym meateriale doSwiadczalnym, ze we wszystkich warunkach
krzepnigcia czy ‘o w pelnym osoczu krwi czlowicka i ssakéw, czy to
w oczyszczonych preparatach fibrvnogenu i trombiny zachodzi proteoliza
hbrynogenu z przyrostem azotu meblaikowego (Kowarzyk i wspdlpracow-
nicy 1948, 1949, 1950; Szercha 1947; Krzysztori 1949; Buluk 1949: Olear-
czyk 1950) Wynlk ten zostatl potw1erdzony \\ nlezaleznej pracy przy uzvciu
najczystszych dotychczasowych preparatow trombiny przez Loranda
i Middlebrooka (1951). Ponadto Lorand wspélnie z Bailey'em, Beftel-
heimem i Middlebrookiem (1951) stwierdzili we widkniku obecnoéé wol-
nych grup aminowych glikokolu, ktérych nie ma w flibrynogenie. Fakt pro-
teolizy podczas krzepmg\,la zostal po roku 1950 potwnerdmnv rowniez na
materiale z krwi kury (Buluk 1951), ryby (Jara 1952) i hemolimfy raka
(Buluk i Katuza 1953). W ten sposdb zostal definitvwnie ustalony udzial
proteolizy w krzepmecm ktéry bvl przedtem wielokrotnie, ale dorywcez»
obserwowany, po raz pierwszy przez Petiljeant (1922), nastepnie przez
Fuchsa i Zakrzewskzego (1934), Presnella (1938), Mac Fadyena (1942),
wreszcie Christensena i Lynrha (1946) . Proteaze, ktéra rozktada fibry-
nogen w czasie krzev)mgma nazvwamy obecnie proteaza trombinowg, po-
niewaz okazalo sig, ze powstaje ona zawsze w tvch samych warunkach,
w jakich nastepuje aktywacja trombiny z protrombiny (Kowarzyk 1950),
Kowarzyk, Buluk i Olearczyk 1950).

Lorand i Middlebrook (1951 i 1952) wypowiedzieli hipoteze, ze dziala-
nie trombiny na czgsteczke fibrynogenu polega na odszczepianiu peptydu
nazwanego ,peptydem fibrynowym®. Odszczepienie tego peptydu uwalnia
centra powinowactw, ktére wiaza czasteczki monomeréw fibrynowych
w siatke przestrzenna skrzepu. Te druga faze krzepniecia uwaza sie za
nieenzymatyczna polimeryzacje (Laki 1 Mommaerts 1945, Belicer
i wspolpr. 1952, 1953). Wedtug tej hipotezy trombina bytaby 1dentvc7na
z proteaza trombmowa Teoria oparta byla pierwotnie na analizie wolnych
grup aminowych fibrynogenu i widknika oraz na koincydencji czasowe]
przyrostu azotu niebialkowego z krzepm@mem roztworu fibrynogenu za-
danego trombing. Do tego dolqczyly sie obecnie dalsze spostrzezema 7 na-
szej pracowni:

. Przyrost azotu niebialkowego podczas konwersji fibrynogenu w fi-
bryng jest niezalezny od pochodzema gatunkowego preparatu trombiny;

* Obecme Kierownik Zakladu Patologii Ogélnej i doswiadczlnej A. M. w Bialymstoku.
** W pracy bral techniczny udzial lek. J. Olearczyk.
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przyrost azotu niebialkowego jest tego samego rzedu przy krzepnieciu
ilibrynogenu bydlecego pod wplywem preparatow trombiny pochodzacvch
z krwi filogenetycznie odleglych gatunkéw, jak rozine ssaki, kura i karp.

2. Fibrynogen hemolimly raka krzepnie pod wplywem bezpoéredniego
dziatania enzymu z rozpadajacych sie hemocytow. Przyrost azotu niebiatko-
wego podczas krzepniecia tego fibrynogenu jesl {ego rzedu, co przyrost
azotu przv konwersji flbrvnocrenu kregowcow. Mianowicie ody u czlo-
wieka przyrost azotu mebla*kowego roztworu globulin niezageszczonych
w przeliczeniu na 160 cm?® wvnosi przecietnie 0,19 mg, w analogicznym
preparacie z hemolimiv raka wvnosi on przecie;trlie 0,16 mg. Wedlug da-
nych z piSmiennictwa, hemolimfa raka zawiera z reguly fibryvnogen
w iloSci okolo 0,4°. Mimo, ze w uktadzie krzepniecia hemclimiy raka nie
udaje si¢ wykazac trombiny i uklad ten reprezentuje archaiczny typ krzep-
niecia odmienny od ukladu krzepniecia kregowcéw, konwersja fibrynogenu
hemolimiy w ﬁbrvnf; ma charakter proteolityczny, jak u kregowcow.

Nigdy dotad nie udalo sie¢ uzyskaé konwersji fibrynogenu w fibryne,
kiorej by nie towarzyszvla proteoliza.

Zjawisko uplynnienia zachodzace w skrzepie globulii izolowanych z oso-
cza krwi bylo badane w naszym Zakladzie od roku 1949. StwierdziliSmy
wowczas, ze miedzy rozplywaniem sie skrzepu a przyrostem azotu nie-
biatkowego nie ma zwigzku. Skrzep po uplynnieniu zawiera tylko nie-
znaczna nadwyzke substancji azotowych niebiatkowych w poréwnaniu
7 pomiarem azotu bezposrednio po krzepnieciu (Buluk 1949). Fibrynoliza
zatem jest procesem proteolitycznym, w ktérym produkty rozpadu widk-
nika ujawniaja sie tylko w maiej frakeji jako, azot nebialkowy Przy-
puszezaliémy, ze ,.fibrynolizyna® jest innym enzymem niz proteaza trom-
hinowa. (KowarZJk Szercha, Buluk i Krzyszton 1949)

W tym samym czasie stwierdzil w naszej pracowni Augustz/n, ze ,.skrzep
olobulin kury wytworzony w nieobecnosci wapnia przez $lad preparatu
trombiny uzyskanego z osocza kury, praktycznie b1orac w ogdle nie ulega
h')rynohue mimo ze taki sam roztwor globulin kury po dodaniu chlorku
wapma ulega zawsze f1brynol1z1e w ciagu kilku godzin*. ,,Wyniki doSwiad-
czenn przemawialy za tym, ze fibrynoliza kury nie jest czynna w roz-
tworze globuiin, a staje sie czynna dopiero w obecnosci jonéw wapnia.
W materiale natomiast ludzkim jest obecna proteaza dziatajgca w nieobec-
nosci jondw wapnia, z tym, ze w jego obecnoéci fibrynoliza ]est szvbsza,
prawdopodobnie wskutek dalszego uczynnienia proflbrynollzvny

To spostrzezenie uwazaliSmy w pracy pisanej w r. 1949 (Kowarzjlz
i Buluk 1950) za dowdd, ze w rekalcynowanym roztworze globulin na-
stepuje aktywacja fibrynolizyny, ktéra poczatkowo 1dentyf1kowal1smy
z plazmina.

Dopiero po wypowiedzeniu tego przypuszczenia Guest i Ware (1950)
siwierdzili, ze samoistna konwersja oczyszczonych wolnych od plazmino-
genu preparato’w protrombiny w trombine aktywuje w tym materiale ,fi-
brynollzyne ktéra w duzym stezeniu uptynnia widknik. To spostrzezenie
Guesta i Warea zmusilo do rewizji pogladow, gdyz stato sie prawdo-
podobne, ze enzym aktywowany podczas trombinogenezy, ktéry obser-
wowal Augustyn, nie jest plazming pochodzaca z plazminogenu, lecz ra-
czej proteaza trombinowg pochodzacg z protrombiny. Takze wyniki niniej-
szej pracy przemawiaja przeciw przyjeciu aktywacji plazminogenu w cza-
sic krzepniecia.

Ze wzgledu na zamieszanie terminologiczne, ktérego nie byliSmy w sta-
nie unikna¢ nawet we wlasnych dotychczasowych pracach, zastrzegamy
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sie, ze stosowal bedziemy w dalszym ciggu okreSlenie fibrynoliza
wylacznie dla efektu uplynnienia skrzepu. Iibrynolizyng jest zatem kazdy
ferment, ktéry uplynnia skrzep. Enzym uplynniajgcy skrzep, ktory pow-
staje z plazminogenu pod wplywem niefizjologicznych aktywatoréw, jak
chloroform lub streptokinaza, bedziemy nazywali ,,plazming“. Plazmina
bedziemy nazywali takze enzym, ktéry w nieskrzeplych roztworach glo-
bulin powoduje powolne zanikanie fibrynogenu i znajduje sie we frakcjach
globulinowych izolowanych z osocza krwi, w warunkach, ktére wytgczajg
trecmbinogeneze. Proteaza trombinowg bedziemy nazywali enzyin powsta-
jacy z protrombiny w czasie trombinogenezy, ktory odszczepia azot nie-
bialkowy z krzepngcego fibrynogenu.

METODYKA

1. Poziom azotu niebiatkowego oznaczano technikg Kowarzyka i Szerchy (1949).

Odbialczenie sposobem Pincussena polega na dopelnieniu materialu badanego woda desty-
lowang do objetoéci 18,4 cm?.

Do tak rozcieAczonego materialu dodaje si¢ 0,8 cm® kwasu trdjchlorooctowego (20%)
oraz 0,8 ¢cm3® wolframianu sodu (10%). Dokladnie wstrzasaé 1 odsaczy¢.

Odbialczenie kwasem tréjchlorooctowym polega na dopelnieniu badanego materiatu woda
destylowang do objetosci 17 cm?.

.~ Do tak rozcieficzonego materiatu dodawano 3 cm?® kwasu trdjchlorooctowego (20%).
Dokladnie wstrzgsaé i odsaczyc

2. Roztwory globulin osocza sporzadzano wedlug przepisu podanego przez Buluka
(1949). Dane w niniejszej pracy, jezeli w opisie nie ma zastrzezenia, odnosza si¢ do ma-
‘erialu globulin rozpuszczonego w réwnej objetosci, jak wyjsciowy material osocza.

3. Preparaty fibrynogenu sporzadzane byly z osocza bydlecego pobieranego w rzezni
do 0,1 objetoéci roztworu szczawianu potasu (0,1 mol.). Osocze bezprotrombinowe uzyskane
droga adsorpcji na weglanie baru w ilosci 125 mg na 1 'ml osocza (wytrzgsanie przez
15?/37°C). Po odwirowaniu adsorbentu poddawano material dializie wobec biezace) wody
wodociagowej przez noc. Nastepnie po odrzuceniu strgtu przez wirowanie zamrazano ma-
terial w temperaturze zestalonego dwutlenku wegla. Podczas powolnego odmrozenia w tempe-
raturze okolo 59 C wirowano osocze w chlodzonej wiréwce i mrozonych naczyniach wi-
réwkowych. Zebrany w ten sposéb strat fibrynogenu rozpuszczano w 4 razy mniejszej
objetoéci niz objetoé¢ osocza uzytego do preparatyki — roztworu 0,9% soli kuchennej,
zawierajacego 0,25% boraksu. Rozpuszczony preparat fibrynogenu ozigbiony w miesza-
ninie éniegu i soli uwalniano od zanieczyszczeh przez dwukrotne wytracanie alkoholem.
Strat uzywany do doéwiadczeh rozpuszczano w 0,9% roztworze soli kuchennej z dodatkiem
0,25%o boraksu. Preparaty zawieraly okolo 6o zanieczyszczen biatkowych i nie zawieraly pro-
trombiny.

4. Czas fibrynolizy i fibrynogenolizy oznaczano w }azni wodnej przy 37°

Przy pomiarze fibrynogenolizy pobierano w krétkich odstgpach czasu prébki i zadawano
slabym roztworem trombiny mierzac czas krzepniecia przy 37°. W miarg postepujacej
fibrynogenolizy czas krzepnigcia przedluza si¢ dajac w ten sposéb miarg rozktadu fibry-
nogenu. Po zupelnej fibrynogenolizie trombina przestaje wykrzepia¢ prébki.

Przebieg fibrynolizy znakujemy w nastepujacy sposéb:

+ = pojawienie si¢ kropli ptynu nad skrzepem.
++ = oderwanie sie skrzepu od $ciany probdéwki, tak ze plywa swobodnie w oso-
czu w postaci ,meduzy®.
4+ 4+ = skurczenie sie skrzepu do rozmiaru pojedyficzego strzepka lub kilku.
++++ = fibrynoliza calkowita.

\

“ 5. Otrzymywanie fibrynolizyny metoda Kaulli.
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hrew z psa pobierano do naczyn mrozonych, zawierajacych 1/10 objetosci szczawianu
potasu 0,1 M. Krew pozostawiono w chlodni przez okolo 15 min., po czym wirowano osocze
Otrzymane osocze rozcienczano 10-krotnie woda destylowana i wysycano dwutlenkiem wegla.
Wysycany material dekantowano po kilku godzinach, a osad ponadto wirowano, otrzy-
mujac obfity strat globulin krwi. Nastepnie rozpuszczano za pomoca kwasu octowego N/10
w ilosci okolo 1/10 objetosci osocza wyjéciowego, co wymagato mieszania ptynu w laZni
wodnej w temperaturze 370. Powstawal opalizujacy plyn, ktéry doprowadzano do pH 1—2
za pomocy 2 N kwasu solnego kroplami. Straty nie powstawaly. (Wskaznik logarytmiczny
stgzenia jonéw wodorowych okreslano za pomocy papierkéw ,Bayer Nr 1). Nastepnie
rozpuszczano material w czterokrotnej objetosci acetonu ochlodzonego w mieszance mrozacej

t doprowadzono do pH 1—2 za pomocg stezonego kwasu solnego. Powstawal ciezki strat,
ktory wirowano.

Osad ponownie rozpuszczano w kwasie octowym N/10 dokladnie mieszajac, przy czym
osad rozpuszczal si¢ w temperaturze 370 przez faze zelifikacji z pozostawieniem skapych
tlosci denaturatow, krérych nie usuwano.

Nastepnie za pomoca N/1 lugu sodowego doprowadzano materiat do pH 5. Powstawal
przy tym nieznaczny strat, ktéry mozna bylo usunaé przez silne wirowanie. To stadium
post¢powania decyduje o wydajnoéci kodcowej preparatu; niedoprowadzenie do pH 5
powoduje niedostateczne wytracenie bialek nieczynnych, przekroczenie pH 5 powoduje
wytracanie bialek fibrynolizyny. Celem dokladnej kontroli wypadania zanieczyszczeh bial-
kowych' alkalizowano najpierw odmierzona prébke preparatu, kontrolujac przy tym wy-
stapienie trudno widzialnego stratu za pomoca wirowania. Po odwirowaniu plyn z nad
osadu rozpuszczano W czterokrotnej objetoSci uprzednio zakwaszonego i ochlodzonego
w mieszance mrozacej acetonu. (Przepis Kaulli w tym miejscu nie podaje, czy nalezy uzywad
acetonu zwyklego, czy zakwaszonego. Przekonalimy si¢, ze nalezy uzywaé acetonu zakwa-
szonego do pH 1—2). Po zadaniu acetonem wypad} strat drobny, ktéry wirowano; osad
rozpuszczono w buforze weronalowo-octwym (Kaulla rzpuszczal w bufrze weronalowo-
vctowym) o pH 4,92. Po silnym wytrzasaniu przéz pdél godziny wsréd stalego ziebienia
w mieszance mrozjcej, dializowano material w wezu celofanowym przez 36 godzin wobee

wody zakwaszonej do pH 1—2 stgzonym kwasem solnym. W czasie dializowania materiatu
wod¢ zmieniano kilkakrotnie.

Po 36 godzinach wykonywano precypitacj¢ przez dodawanie kroplami wéréd ciaglego mie-
1zania N/10 tugu sodowego do pH 6. Powstaje ciezki strat, ktdry po odwirowaniu suszono
nad kwasem siarkowym w prézni.

Po wysuszeniu preparat przedstawia si¢ w formie lusek szarozéltych.

Do uzycia preparat rozpuszczano w roztworze 0,9%0 soli kuchennej z dodatkiem 0,259
toraksu.

6. Streprolizyna.

Jako streptc;kinazy uzyto preparatu ,Bistreptase” firmy Behringwerke uprzejmie uzyczo-
nego przez Instytut Hemarologii w Warszawie. Preparat obok streptokinazy zawiera strep-
‘todornaze rozkladajaca kwasy nuklemnowe. Roztwér globulin sporzadzonych zwyklym spo-
sobem z surowicy nie zawierajjcej trombiny, zadany tym preparatem i przechowany przez
noc w lodéwce, uzywany byl w ninicjszej pracy jako preparat streptolizyny.

\

PROTEAZY GSOCZA KRWI, A PRZYROST AZOTU NIEBIALKOWEGO.

Wszystkie nawet najbardziej oczyszczone preparaty trombiny pocho-
dzace z krwi kregowcow zawieraja wedlug obecnego stanu wiadomesci
proteaze trombinowa, ktora dziatajgc na flbrynogen z krwi bydlecej lub
ludzkiej powoduje w czasie jego krzepniecia przyrost azotu niebiatko-
wego.
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Ten przyrost azotu niebiatkowego w skrzepie fibrynogenu osigga w gra-
nicach biedu pomiaréw ten sam poziom koficowy w réznych warunkach,
niezaleznie od pochodzenia gatunkowego i mocy trombiny, niezaleznie
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Ryc. 1. Zalezno§¢ czasu fibrynolizy od mocy trombinowe; dwéch

réznych preparatéw proteazy trombinowej. Roztwér fibrynogenu

bydlgcego w soli fizjologicznej z dodatkiem boraksu 1,3% zada-

wano réwna objetoScia preparatéw rozciehczanych sola fizjolo-

giczng odpowiednio do mocy trombinowej wyskalowanej na osi
rzgdnych. Temperatura doéwiadczenia 3790

takze od temperatury i w szerokich granicach od stezenia jonow wodoro-
wych, byle tylko konwersja f{ibrynogenu w fibryne byta kompletna.
Inaczej przedstawia sie¢ wynik do$wiadczen, jezeli uzyty zostanie pre-
parat o silnym dzialaniu fibrynolitycznym. ‘
Drogg frakcjonowania preparatéw trombiny uzvskaliSmyv preparaty
.proteazy trombinowej“ o bardzo silnym dzialaniu fibrynolitycznym
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w przeliczeniu na jednostke mocy trombinowej. Zatgczony wykres (ryc. 1)
daje wyobrazenie o ich fibrynolitycznych wtasnosciach.

Czas flibrynolizy jest odwrotna funkcja stezenia fibrynogenu. Ryc. 2-ga
pizedstawia zalezno$¢ czasu fibrynolizv (+++) od roznych stezen fibry-
nogenu przy uzyciu trzech réznych preparatow ,proteazy trombinowej*.

Przy uzyciu takich preparaldow przyrost azotu niebialkowego przekracza
graniczng wartos¢, jakg daja preparaty ubogie w fibrynolizyne i poste-
puje w dalszym ciggu po zupelnej konwersji fibrynegenu w fibryne osia-
gajac bardzo wysokie wartosci w chwili uplynnienia skrzepu; odrézni¢
mozna w ten sposob , koagulacyjny“ i | fibrynolityczny* przyrost azotu
niebiatkowego. |
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Ryc. 2. Zalezno$¢ czasu fibrynolizy od stezenia fibrynogenu rozpuszczonego w soli fizjolo-
gicznej z dodatkiem boraksu badana za pomoca trzech réznych preparatéw liofilizowane;j
proteazy trombinowej. Temperatura do$wiadczenia 370

Fibrynolityczny przyrost azotu niebiatkowego wystepuje tylko wowczas,
jesli preparat trombiny uplynnia skrzep w sposéb widoczny juz w czasie
- do$wiadczenia. Mozna uzyskal¢ sam tylko koagulacyjny przyrost azotu
niebialkowego nawel przy uzyciu preparatow trombiny, ktére szybko
uplynniajg skrzep, jezeli przeprowadzi si¢ doSwiadczenia w warunkach,
w ktorych fibrynoliza jest bardzo zwolniona, na przyklad w temperaturze
189 zamiast 379, albo przy uzyciu bardziej stezonego roztworu fibrynoge-
nu, ktory nie ulega w czasie doSwiadczenia fibrynolizie. Takie doSwiadcze-
nia przedstawia ryc. 3.

Do doswiadczenia tego uzyto dwdch roztworéw tego samego fibryno-
genu bydlecego: jednego o stezeniu 0,06%, drugiego o stezeniu 0,3%.
‘Dodatek proteazy trombinowej do obu roziworéw byl ten sam i tak byl
wyposrodkowany, ze skrzep fibrynogenu rozcieficzonego ulegatl fibrynoli-
zie juz po pél godzinie, natomiast skrzep fibrynogenu stezonego do kornca
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doswiadczenia nie wykazywal ani $ladu fibrynolizy. W tych warunkach
przyrost azotu niebialkowego byl w skrzepie, ktéry nie ulegat fibryno-
lizie, SciSle asymptotyczny, w skrzepie za$, ktéry ulegal fibrynolizie, byl
progresywny, nieasymptotyczny. Sposéb odbialczania czy to odczynnikiem
Pincussena, czy to kwasem tréjchlorooctowym wprawdzie ma wplyw na
absolutne wartoSci azotu niebialkowego, ale nie ma wplywu na wyzej
opisana prawidlowos¢.
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Ryc. 3. Przyrost azotu niebialkowego w dwéch roztworach: 0,3% (kétka i kwadraty wy-

pelnione) i 0,06% (kétka i kwradraty puste) fibrynogenu bydlecego, zadanych tym samym

preparatem trombiny (ok. 1 jedn/cm®) bogatej w fibrynolizyng. W skrzepie rozciefczonego

fibrynogenu fibrynoliza (++) wystapita po pél godziny. Krzywe znaczone kétkami — od-

bialczanie odczynnikiem Pincussena. Krzywe znaczone kwadratami — odbialczanie kwasem
tréjchlorooctowym

Na dalszy rozwdj zagadnienia wywarto wplyw nastepujgce spostrzeze-
nie Niewiarowskiego (1952). W roztworach globulin osocza czlowieka,
sporzgdzonych wedlug naszego przepisu, badal Niewiarowski przebieg
fibrynolizy poslugujac sie¢ odbialczaniem za pomocg kwasu trojchloro-
octowego, a nie odczynnikiem Pincussena prawie wylgcznie przedtem
przez nas uzywanym.
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Przy odbiatczaniu kwasem trojchlorooctowym Niewiarowski stwierdzit,
ze rekalcynowany, skrzeply roztwor globulin z krwi czlowieka wykazuje
znaczny przyrost reszty niebialkowej trwajacy przez kilka a nawet kilka-
dziesigt godzin po skrzepnieciu i uplynnieniu; te proteolize mozna byle
czgSciowo usung¢, jezeli roztwér globulin byt sporzgdzony z osocza pozba-

wionego czeSciowo protrombiny przez adsorpcje na wodorotlenku mag-
nezu.
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Ryc. 4. Przyrost azotu niebialkowego w rekalcynowanym roztworze globulin izolowanym
z osocza ludzkiego (przeliczony na 100 cm? niezageszczonego roztworu globulin). Temperatura
- doswiadczenia 379

Przedstawiona ryc. 4 demonstruje roznice w zachowaniu sie azotu nie-
bialkowego w skrzeplym roztworze globulin po odbialczeniu kwasem tréj-
chlorooctowym i po odbialczeniu odczynnikiem Pincussena. Nalezy zwrdcié
uwage, ze podczas gdy krzywa azotu niebialkowego po odbialczeniu spo-
sobem Pincussena ma mniej wiecej asymptotyczny przebieg, to krzywa
odpowiadajgca przyrostowi azotu po odbialczeniu kwasem tréjchloroocto-
wym ma charakter krzywej ,fibrynolitycznej“. ,

W krzywej odpowiadajacej odbialczeniu przez odczynnik Pincussena
wida¢ wyrazny wstepny przyrost azotu niebiatkowego odpowiadajgcy cza-
sowi trombinogenezy (okolo 45’), po ktérym nastepuje dalszy nieznaczny
tylko przyrost fibrynolityczny; w krzywej odbialczania kwasem tréjchlo-
rooctowym takiego zwigzku z. krzepnieciem nie mozna si¢ dopatrze¢. Gdy-
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by doswiadczenia w tutejszym zakladzie pierwotnie byly prowadzone za
pomocg odbialczania globulin kwasem trojchlorooctowym, prawdopodob-
nie przeoczylibySmy zwiazek miedzy proteoliza a trombinogeneza. Fakt,
ze po odbialczaniu kwasem tréjchlorooctowym, ktéry jest stabszym stra-
calnikiem niz odczyn Pinsussena, przyrost reszty niebialtkowej okazuje sie
tak znaczny, nie byl zjawiskiem nieoczekiwanym. Natomiast nieoczeki-
wane bylo spostrzezenie, ze proteolize te nie majgca, jak widaé z wykre-
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Ryc. 5. Przyrost azotu niebialkowego (przeliczony na 100 cm3® okolo 5 razy zageszczonego

roztworu globulin) w roztworze globulin pelnym lub pozbawionym protrombiny (adsorbo-

wanym) zadanym chlorkiem wapnia lub streptokinazg albo chlorkiem wapnia i streptokinaza.
Odbiatczanie kwasem trdjchlorooctowym

su, zwigzku czasowego z Kkrzepnieciem mozna usungé przez czeSciowa
preadsorpcje protrombiny; zupelnie analogicznie mozna przez preadsorpcje
protrombiny usung¢ efekt proteazy trombinowej w rekalcynowanym o0so-
czu szczawianowym, o czym wiedzieliSmy od roku 1950 (Olearczyk).
Doswiadczenia Niewiarowskiego wymagaly powtérzenia naszg technika
pczwalajgca mierzy¢ przyrost azolu niebialkowego rzedu przyrostu koa-
gulacyjnego w czasie krzepniecia, a nie dopiero w czasie fibrynolizy.
Poniewaz w do$wiadczeniach z globulinami preadsorbowanymi Nie-
wiarowski uzyskat tylko roztwory ubogie w protrombing, a nie bezpro-
tiombinowe, i jego roztwory wytwarzaly po rekalcynacji trombing w ilo-
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sciach wystarczajacych do zupelnego wykrzepienia fibrynogenu, nalezalo
takze i z tego powodu doswiadczenia powtorzyé.

Powtoérzenie doswiadczenia polegalo na pomiarze przvrostu azotu nie-
bialkowego w roziworze globulin krwi ludzkiej pelnym i pozbawionym
protrombiny przez intensywna preadsorpcje (rve. 5) z dodatkiem wapnia,
streptokinazy lub streptokinazy i wapnia. |

Przy intensywrnej adsorpcji na weglanie baru czesé plazminogenu ulega
usuniecin (Abucewicz 1950); w doswiadczeniach obecnie wykonanych
byla takze usunieta czes$¢ fibrynogenu, jak wvnikalo ze skrécenia czasu
fibrynolizy skrzepu globulin preadsorbowanych, zadanych [ibrynolizyna
¢ znanej mocy. Dlalego wyniki uzyskane z globulinami adsorbowanymi
I nieadsorbowanymi nie sa miedzy soba $cisle poréwnywalne.

Z doswiadczen wynika, ze wapn nie aktywuje plazminogenu globulin
pozbawionych protrombiny, gdyz globuliny takie po rekalcynacji do trzech
gedzin nie wykazuja przyrostu azotu niebialkowego, chociaz zadane strep-
tokinaza dajg latwo wyznaczalny przyrost azolu nitelialkowego. Obecnosé
wapnia nie tylko nie wzmaga, lecz nawet raczej hamuje aktywacje plazmi-
nogenu przez streptokinaze. Nie ma tez zadnych do$wiadczalnych podstaw
do przyjecia, ze wapn aktywuje plazminogen w roztworze globulin w obec-
nosci protrombiny, lub ze wytworzona w tych warunkach trombina akty-
wuje plazminogen. Niewatpliwie wysoki przyrost azotu niebialkowego
zachodzgcy w zwigzku z fibrynoliza w skrzepie fibrynogenu (por. ryc. 3)
lub w skrzepie globulin (por. ryc. 4) jest spowodowany przez proteaze
trombinow3. .

Zwiazek lego przyrosiu azotu niebialtkewego spodowanego przez pro-
teaze trombinowg z fibrynoliza wynika stad, ze pojawia sie zawsze w wa-
runkach, w ktérych obserwuje sie uplynnienie skrzepu, a wiec w rekalcy-
nowanyvm roztworze globulin, lub w skrzepie fibrynogenu pod wplywem
trombiny zawierajgcej fibrynolizyne, natomiast nie pojawia sie w roztworze
fibrynogenu po ukonczonym krzepnieciu spowodowanym przez dodatek
sladu trombiny w warunkach, w ktérych nie nastepuje fibrynoliza.

Z doswiadczenn tych wynika, ze proteaza trombinowa, kiéra odszczepia
azot niebiatkowy z fibrynogenu, rowniez odszczepia azot mniebiatkowy
z wysokc czgsteczkowego produktu fibrynolizy (Kowarzyk, Buluk
i Olearczyk 1952); jest przy tym znamienne, Ze w stezeniach, ktére nie
wystarczaja do odszczepienia reszty azotowej z wldknika proteaza trom-
binowa czyni to z duza latwoscia w reakcji z fibrynogenem i wysokocza-
steczkowymi produktami fibrynolizy.

FIBRYNOLIZA

Zjawisko uptynnienia rekalcynowanych skrzepéw globulin przebiega
wyraznie odmiennie od koagulacyjnego przyrostu azotu niebiatkowego
pod wzgledem charakterystyki temperatury, hamowania przez dodatek
sutowicy i pod wzgledem przebiegu w substratach réznogatunkewego po-
chodzenia. Fakt ten byl w naszej pracowni dobitnie podkredlany (Kowa-
rzyk, Szercha, Buluk, Krzysztori 1949). Do tego samego wyniku doszed?
Niewiarowski, ktéry niezaleznoéé¢ czasu fibrynolizy od przyrostu azotu
niebiatkowego stwierdzil na przyktadzie skrzepu globulin po czeSciowym
usunieciu protrombiny. Od r. 1952 Niewiarowski w kilku pracach (cze-
sciowo wspolnie z Hanng Wehr) zajgl stanowisko, ze w fibrynolizie po
rekalcynacji roztworu globulin osocza ludzkiego biorg udzial dwa enzy-
my, a mianowicie enzym powodujacy depolimeryzacje fibryny, wzglednie
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fibrynogenu, na mniejsze fragmenty bialkowe z matym tylko przyrostem
azotu niebialkowego i ,,wtadciwa proteaza“, ktérej prekursor jest adsor-
bowany z osocza przez wodorotlenek magnezu wraz z protrombing i ktéra
powoduje znaczny przyrost niebialkowej reszty rozpuszczalnej w kwasie
tréjchlorooctowym.

Od czasu naszej pierwszej pracy nad przyrostem azotu niebialkcwego
w krzepngcej krwi (Szercha 1947) rozrozniana byla w naszym zakladzie
proteoliza koagulacyjna, to znaczy wedlug dzisiejszego stanu rzeczy pro-
teoliza fibrynogenu przez proteaze trombinowa od proteolizy nie zwigzanej
swoiScie z krzepnigcien. Wylgczenie wpltywu dziatania tej nieswoistej pro-
teazy na azot niebialkowy bylo wstepnym warunkiem wykrycia proteazy
tiombinowej. W niekrzepnacych roztworach globulin krwi czlowieka oraz
w ciagu diuzszego czasu po zupelnym skrzepnieciu stwierdzaliSémy przy
inkubacji w 37° zazwyczaj nieznaczny tylko przyrost azolu niebialko-
wego. Nalomiast niezwigzany z krzepnieciem przyrost azotu niebialko-
wego jest na przyklad w materiale globulin z krwi kozy lub psa bardzo
znaczny w porownaniu z materiatem globulin krwi cztowieka lub krolika.
[stota sprawy nie polega jednak dla nas na kwestii, czy w roztworze glo-
bulin podczas fibrynolizy sa czvnne inne jeszcze proteazy, oprécz proteazy
trombinowej. Za swoje zadanie uwazamy badanie proteazy ulegajacej
aktywacji w zwigzku z krzepnieciem; dzisiaj, jak i poprzednio, nie znamy
dostatecznego powodu do przypuszczenia, ze aktywacja ta dotyczy wiece;
niz jednego tylko enzymu, mianowicie proteazy trombinowej. Natomiast
skrzeple i nieskrzeple roztwory globulin z osocza ludzkiego zawieraja nie-
watpliwie obok proteazy trombinowej réwniez plazmine.

W nierekalcynowanym, nieskrzeptym roztworze globulin z krwi ludzkiej
przechowywanym w 37° zachodzi powolny i nieznaczny przyrost azotu
niebialtkowego i réwnoczeSnie znika fibrynogen. Zjawisko to nazywa
sie fibrynogenolizg. Czas zupelnej fibrynogenolizy jest zawsze znacznie
dluzszy od czasu fibrynolizy, zachodzacej w roztworze globulin skrzeptym
po rekalcynacji. Fibrynoliza w rekalcynowanym skrzepie globulin jest wyni-
kiem dzialania dwoch proteaz, a mianowicie plazminy, to znaczy enzvmu,
ktory powoduje powolng [ibrynogenolize w nierekalcynowanym lub po-
zbawionym protrombiny roztworze globulin i proteazv trombinowej, ktéra
jest uezynniona przez rekalcynacjg. W pracy pisanej w rokn 1949 (Kowa-
rzyk, Buluk 1950) stosunek plazminy do proteazy trombinowej jeszcze nie
byt dyskutowany i przyS$pieszenie fibrynolizy spowodowane przez rekaley
nacje roztworu globulin przypisywaliSémy z pewnymi zastrzezeniami akty-
wacji prolibrynolizyny, czyli plazminogenu. Obecnie poniewaz wiadomo, ze
wapn nie aktywuje plazminogenu, a proteaza trombinowa wolna od plazmi-
nogenu i plazminy jest w stanie spowodowaé fibrynolize, (Guest i Ware
1950), poglad pierwolny ulegl rewizji; efekty przypisywane aktvwacji plaz-
minogenu sg w istocie efektami aktywacji proteazy trombinowej. Dotad nie
ma metody badania czasu fibrynolizy w skrzeptym roztworze globulin z zu-
pelnym wylgczeniem dziatania plazminy, ktéra w takim roztworze jest
preformowana. Natomiast mozna usunal przez dostatecznie intensywng
preadsorpcje protrombing i badaé czas fibrynogenolizy lub fibrynolizy przy
catkowitym lub prawie catkowitym wylgczeniu proteazy trombinowe;.

W tych warunkach czas fibrynogenolizy lub fibrynolizy jest miarg ak-
tywnosci plazminy obecnej w preparatach globulin osocza.

W roztworze globulin pozbawionym protrombiny czas fibrynogenolizy
jest taki sam niezaleznie od tego, czy dodano do roztworu soli wapnia.
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Skrzep globulin o pelnej zawartosci protrombiny uzvskany przez doda-
nie malej ilosci trombiny bez dodatku wapnia, a wigc zawierajacy plazmine:
i slady tylko proteazy trombinowej (obecnej w preparacie trombiny), uplyn-
nia si¢ w czasie znacznie krétszym od wspomnianego wyzej czasu fibry-
nogenolizy ale diuzszym niz czas fibrynolizy skrzepu globulin po rekalcy-
nacji. Wynika stad. ze rekalcynacja uczynnia dodatkowy enzvm uptynnia-

Stezenie streptolizyny (w dowalnych jednosikach)
N

30 60 90 120 150
Czas fibrynolizy w mnutach (37 °C)

QmueO Czas fibrynolizy
@==@®  fibrynogenolizy

Ryec. 6. Dzialanie streptolizyny na fibrynogen i fibryne. Roztwér
fibrynogenu 1% zadawano réwng objetoscia streptolizyny (kétka
peine) lub streptolizyny z dodatkiem $ladu trombiny (kétka puste)

Jacy skrzep. Jest nim proteaza trombinowa; w przeciwienstwie bowiem do
roztworu globulin nie zawierajgcych protrombiny, dodatel wapnia akty-
wuje proteaze uplynniajacg skrzep w roziworze olobulin  zawierajgcych
protrombine.

Przy skroceniu czasu fibrynolizy w slosurnku do Tibrynogenolizy wspol-
dziala takze wieksza aktywnoé¢ plazminy wobec widknika niz wobec fibry-
nogenu.
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Przyczyng szybszego uplynniania skrzepu od fibrynogenclizy przez ten
sam preparat proteolityczny moga by¢ odmienne warunki dziatania enzy-
moéw, a nie roziice chemiczne czasteczki fibrvnogenu i fibryny. Skrzep
sluzacy do pomiaréw fibrynolizy jest z punktu widzenia fizycznego ukta-
dem dwufazowym, w ktérym kinetyka reakcji zalezy od zjawisk powierzch-
niowych. T ER

Zwigzek migdzy czasem fibrynolizy a aktywacja proteazy trombinowe;j
bardzo wyraznie ostatnio wystgpit w dodwiadezeniu Niewiarowskiego
(1953) nad czasowym przebiegiem aktywacji proteaz podczas trombino-
genezy; czas fibrynolizy skrzepu rekalcynowanych globulin, ktory na szczy-
cie fazy powolnego wytwarzania trombiny wynosil okolo 10 godzin, skro-
cil sig w okresie autokatalitycznej aktywacji trombiny do 4 godzin. Po
przednio juz Niewiarowski stwierdzil (1952), ze fibrynoliza skrzepow glo-
bulin ubogich w protrombine (a wigec wytwarzajacych mato proteazy {rom-
binowej) jest przecietnie przediuzona do 7 godzin przy czasie 4% godziny
globulin' kontrolnych z pelng zawartoscia protrombiny. Te rdéznice czasu
librynolizy mozna przypisa¢ dolgczeniu sie fibrynolitycznego dziatania
proteazy trombinowej aktyvwujacej sie podczas trornbinogenezy, do fibry-
nolitycznego dzialania preformowanej plazminy.
~ Cytowane prace Niewiarowskiego przyczynily sie znacznic do wyjasnie-
nia stosunku zachodzgcego w rekalcynowanym roztworze globulin osocza
ludzkiego miedzy plazming a proteazg trombinowa.

Wiasnosci plazminy krwi i proteazy trombinowej sa dotad ciagle jeszcze
niedostatecznie poznane. Wynikéw badan preparatéw plazminy aktywo-
wanych streptokinazg lub chloroformem nie mozna bez zastrzezern przeno-
si¢ na plazmine preformowana w osoczu. Uzyskanie preparalu trombiny
z calg pewnoscig wolnego od plazminogenu i plazminy jest nie tylko bar-
dzo trudnym zadaniem preparatywnym; brak dotad metod, kidre by w spo-
sob niewatpliwy pozwalaly sprawdzi¢ zanieczyszczenie preparatu jedne;j
z tych proteaz — proteaza drugas.

Beztrombinowy preparat powodujacy uptynnienie skrzepéw osocza mozna
otrzyma¢ z osocza krwi roznego pochodzenia gatunkowego sposobemn
Kaulli (1949).

Badanie tego preparatu jest utrudnione mata wydajnoscia i kaprysnoscia
metody otrzymywania podkre$lang przez samego autora. Wskutek tego
otizymywalisSmy go dotagd w malych tylko iloSciach. Preparat ien ma na-
stepujace wiasciwosci:

1) Powoduje przyrost azotu niebiatkowego w dzialaniu na fibrynogen
pojawiajgcy sie od razu od pierwszych minut dziatania.

2) W stezeniu okolo 0,5% powoduje tatwo wymierny przyrost azotu nie
bialkowego w dziataniu na osocze krwi, roztwory globulin i na fibrynogen.
Uderza przy tym, ze proteoliza nastepuje mimc obecnosci antyplazminy
w takim samym stopniu, jak w uktadzie oczyszczonym roztworu globulin,
gdzie dzialanie antyplazminy i antytrombiny jest napewno znacznie stab-
sze (por. tabele). Niewrazliwo$¢ preparatu na antyplazmine byla juz pod-
kreSlana przez samego Kaullp, na podstawie obserwacji czasu uplynnia-
pia skrzepéw.

3) Jezeli do fibrynogenu zostanie dodany preparat Kaulli razem z trom-
bing wowczas w pierwszych minutach wystepuje duzy przyrost odpowia-
dajgcy sumie dzialania preparatu i trombiny na fibrynogen; po wytworze-
niu wicknika nasl¢puje dalszy przyrost azotu, podobnie jak w ryc. 3 pod-
czas fibrynolizy fibrynogenu zadanego preparatem trombiny o silnych
wlasnosSciach fibrynolitycznych.
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Nr |

Tabela I

Przyrost azotu niebiatkowego wyrazony w mg®e spowodowany przez beztrombinows fibry-
volizyne Kaulli, w poréwnaniu z przyrostem koagulacyjnym spowodowanym przez trombing
(15 minut, 379).

Osocze szczawianowe Roztwér globulin z krwi
ludzkie ludzkiej
Fibrgnolizyna Raulli 0,73 0,92
Trombina 0,15 0,17

4) Preparat fibrynolizyny Kaulli dziala przyspieszajgco na trombino-

geneze w rekalcynowanym roztworze globulin (Kowarzyk, Buluk i Olear-
czyk 1950).

mgARK/100mg Fibrynogenu

1 Z 3 4 5 6 7 8
Czas w godzinach od zmeszama fibrynogenu z Irombina (37°C)
O===0 fibrynogen + (trombina + fibrynolizyna)
& [ibrynogen + frombina
b fibrynoliza prawie zupeino

Odbialczanie odczynnikiem Pincussena

Ryc. 7. Przyrost azotu niebialkowego w czasie krzepniecia fibrynogenu bydl¢cego
wplywem samej trombiny 1 trombiny z dodatkiem fibrynolizyny Kaulli

pod
5) Dzialanie stabych preparatéw tromnbiny wzmaga si¢ pod wplywem
dodatku preparatu Kaulli. Na ten efekt preparatu nie ma wplywu prein-

kubacja preparatu do 10 minut ani z trombing, ani z fibrynogenem wzig-
tym z osobna.

Peptyd fibrynowy.

Wedtug Loranda i Middlebrooka (1952) konwersja fibrynogenu w fi-
bryne polega na odszczepieniu z czgsteczki fibrynogenu okreslonego, je-
dnorodnego peptydu, nazwanego przez nich peptydem fibrynowym. Nasze
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obserwacje wykonane za pomocg odczynmkow odbialczajgcych rdéznego
rodzaju nie przemawiaja za jednorodnoscia peptydu.

Jak mozna odczytaé z tablicy, azot niebialkowy osocza ludzkiego po od-
bialczeniu sposobem Pincussena wypada wyzej niz po odbialczeniu metoda
Folina i Wu, a rdéznica ta staje si¢ jeszcze wieksza w badaniu osocza
skizeplego. Wskutek tego przyrost azotu niebiatkowego podczas krzepnie-

J00-

240.

180

720.

Czas krzepmecia w sek (37°C)

60

o v 12

Rozciericzenie preparatu trombiny lub trombiny + fibrynolizyna

OO frombina
o0 frombina + fibrynolizyna
vzyly fibrynogen (bydlecy bezsolny 2 % )

Ryc. 8. Wplyw dodatku fibrynolizyny Kaulli na czas krzepnigcia fibrynogenu zadanego
sladem trombiny

cia osocza jest po odbialczeniu metodg Pincussena dwa do irzech razy
wyzszy niz po odbialczeniu wedlug Folina i Wu. Peptyd powstajacy pod-
czas krzepniecia da sie przy uzyciu tych dwoch roznych odbialczaczy [rak-
cjonowaé na czgS¢ wytrgcalng jednym, a niewytrgcaina drugim odczvnm
kiem.

W' rekalcynowanym roztworze globulin, wyizolowanych z osocza krwi
ludzkiej i innych ssakéw obserwowaé mozna catkiem rézny pozorny prze-
bieg proteolizy w zaleznosci od metody odbialczania. Bvia o tym poprzed-
nio mowa przy dyskusji wynikéw Niewiarowskiego (por. ryc. 4).

Acta Physiologica Polonica — 4



50 HUGON KOWARZYK 1 KAROL BULUK Nl’ 1

Nizej zamieszczona tabela pochodzgca jeszcze z roku 1948 zawiera dane
uzyskane za pomoca odczvnnika Pincussena oraz Folina i Wu.

Tabela 11
E ; Podbromino wana reszta . _
! _ 0 Srednia
. Liczba | azotowa (w mg %). 6ini
Material ! pomiaréw Odbialczenie sposobem roznica
| | —| (w mg %)
. Pincussena .Folina i Wu
Osocze szczawianowane nie f 7.02 6.64 0,38
skrzeple ‘
- ! 12
Osocze rekalcynowane skrzeple | 7,58 6,83 0,75
‘ ] ‘
Przyrost koagulacyjpy azotu nie- | 0.56 | 0.19 | _
bialkowego | g
Uklad: osocze + surowica 1:1 9,05 8,51 | 0,54
nieskrzeply | |
S 9 |
Uklad: osocze —+ surowica w sto- l 973 8,75 0,97
sunku 1:1 skrzeply |
Przyrost koagulacyjny azotu | 0,68 0.25 : _
niebialkowego | |

Podobnie zostal zbadany za pomoca dwodch odbialczaczy roztwoér fibry-
nogenu zadany trombina.

Jak wynika z tabeli przyrost azotu niebiatkowego jest proporcjonalny do
ilosci fibrynogenu skonwertowanego we wloknik. Zaleznos¢ przyrostu
azotu niebiatkowego od stezenia fibrynogenu jest taka sama, jak zaleznos¢
czasu fibrynolizy od stezenia fibrynogenu. Azot niebialkowy pozostajacy
w roztworze po odbialczeniu kwasem trdjchlorooctowym (3%) jest znacz-
iiie wyzszy od azotu po wytraceniu odczynnikiem Pincussena; slgd wnio-
sck, ze odczynnik Pincussena strgca duzg czes$¢ azotu niebiatkowego, kto-
rego nie wytrgca kwas trojchlorooctowy.

Z przebiegu krzywych przyrostu azotu niebiatkowego widoczne jest, ze
zarowno w ciggu krzepniecia jak i podczas fibrynolizy frakqa peptydow
niewytragcalnych odczynnikiem Pincussena przyrasta mniej niz azot nie-
bialkowy po odbialczeniu kwasem tréjchlorcoctowym.

Przypuszczenie, ze wytrgcalnos¢ przez kwas trdjchlorooctowy lub od-
czynnik Pincussena spowodowana jest obecno$cia we frakeji azotu niebial-
kowego peptydow .o roznym skladzie, udalo si¢ potwierdzic pomiarami
azotu wolnych grup aminowych metoda van Slyke‘a. Procent azotu ami-
nowego w stosunku do azotu catkowitego uplynniony przez fibrynolize
skrzepéw euglobulin wynosi we frakcji niebiatkowej po odbialczeniu od-
czynnikiem Pincussena okoto 30%, natomiast po odbialczeniu kwasem
trojchlorooctowym — okolo 18%. Widoczne jest zatem, ze w czasie fibry-
nolizy nie powstaje jednolity peptyd, lecz peplydy o roznej wytracalnosci,
ubozsze i hogatsze w wolne grupy aminowe.

Réwniez peptydy frakeji azotowej niebiatkowej powstajgce w czasie 15
minut po zadaniu oczyszczonego fibrynogenu $ladem trombiny nie sg
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Ryc. 9. Przyrost azotu niebiatkowego po odbialcze-

niu odczynnikiem Pincussena lub 3% kwasem trdj-

chlorooctowym (wyrazony w setnych czeéciach mili-

grama RN), w roztworach fibrynogenu o réznych

stezeniach powstajacy pod dzialaniem éladu trombiny
(30"200)

jednorodne. Wyizolowany wedtug przepisu Loranda peplyd zawiera okolo
45%0 azotu w postaci wolnych grup aminowych, natomiast przecietna war-
tos¢ wolnych grup aminowych w catodci frakeji azotowej niebiatkowej po
odbiatczeniu kwasem tréjchlorooctowym wynosi okoto 30%. Azot wolnych
grup aminowych wynosil w naszych preparatach {ibrynogenu $rednio 5%.
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Jako istotny wynik tych pomiaréw podkresli¢ nalezy, ze zarowno nie-
bialkowy produkt kizepniecia, jak i produkt uplynnienia skrzepu zawiera
obok peptydow o duze] zawarto$ci azotu aminowego rowniez peptydy
o mniejszej zawartosci azotu aminowego. Z punktu widzenia teorii krzep-
niecia krwi, zastanowi¢ musi fakt, ze preparaty trombiny odszczepiaja od
czasteczki fibrynogenu peptydy szczegolnie bogate w wolne hydrofilowe
grupy aminowe.

OMOWIENIE WYNIKOW

Pomiary omowione w niniejszej pracy wigzg sie w ustaleniu nastepujg-
cego pogiadu.

W rekalcynowanym roztworze globulin nastepuje aktywacja proteazy
nazwanej proteaza trombinowa ze wzgledu na bardzo bliski zwiazek z trom-
hina. Obok proteazy trombinowej czynna jest w roztworze globulin druga
proteaza — plazmina, preformowana w roztworze globulin i aktywna juz
przed rekalcynacja. Plazmina latwiej rozszczepia fibryne niz fibrynogen,
jan wynika z pomiaru czasu fibrynogenolizy w nieskrzeplym roztworze
olobulin i poréwnania z czasem fibrynolizy skrzeptego roztworu globulin
po dodatku $ladu trombiny bezwapniowej. Proteaza trombinowa odszcze-
pia latwiej azot niebialkowy z fibrynogenu niz z fibryny, jak widac¢ z prze-
biegu przyrostu azotu niebialkowego, kiory zachedzi po zadaniu fibrvno-
oenu $ladem oczyszczonego preparatu trombiny. Obie zatein proteazy uzu-
pelniaja swoje dzialanie w tym znaczeniu, iz jedna dziala przede wszystkim
jako fibrynogenaza, druga za$ raczej jako librynaza.

Proteaza trombinowa odszczepia azot niebialkowy rowniez z wysoko-
czasteczkowych produktow powstajacych z widknika po dziataniu plazmi-
nv. Ten fakt wynika z przebiegu przyrostu azotu niebiatkowego w rekal-
cynowanym roztworze globulin zawierajgcym proteaze trombinowa, lub
nie zawierajgcym jej.

Obie proteazy powoduja uplynnienie skrzepu, przy czym przyrost azotu
niehialkowego iest znacznie wyzszy w momencie fibrynolizy jesli obok
plazminy dziala proleaza trombinowa, niz jesli dziala sama plazmina, na
co pierwszy zwrocil uwage Niewiarowske (1952).

Dalszego wyjasnienia wzajemnego stosunku miedzy plazming a proteazg
trcmbinowy mozna oczekiwaé po zastosowaniu do badan preparatow an-
typlazminy z krwi bydlecej, ktéra wedlug Guesta i Ware‘a nie hamuje pro-
teazy trombinowej. Rowniez nasze spostrzezenia koagulacyjnego przyrostu
azotlu niebialkowego w krzepngcym osoczu szczawianowym pod wplywem
trombiny znajdujgcej sie w Swiezej surowicy przemawiaja za lvin, ze an-
typlazmina nie hamuje proteazy trombinowe] (Krzysztori 1949, porown.
takze tabele I i Il niniejszej pracy).

W pelnej surowicy obok dzialania anlyplazminowego zachodzi jednak
rowniez zanik proteazy trombinowej przebiegajacy rownolegle z zanikiein
trombiny. ' ,

Sprawa ewentualnej identycznosci proteazy frombinowej z lrombing nie
jest dotad definitywnie rozstrzygnieta. Glownym argumentem przemawia-
1acym za la idenlycznoscia jest fakt, ze nie znaleziono dotad przykltadu
konwersji fibrynogenu w libryne, przy kiorej nie mnastepowatby przyrost
azotu niebialkowego, ani w doswiadczeniach z materialem izolowanyim
7 krwi ssakéw, ani z krwi kury i karpia, ani wreszcie z hemolimfy raka.
Przeciw identyczneséei proteazy trombinowej z . trombirg pizemawia faki,

7e najczystsze dotychczasowe preparaty trombiny majg nieswoiste dziata-
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nie proteolityczne na inne -substraty niz fibrynogen, a mianowice na wlok-
nik (Guesi i Ware 1950), na kazeing (Schultze i Schwick 1951), craz na
produkty fibrynolizy (Kowarzyk. Buluk i Olearczyk 1952).

Przeciw identycznosci proteazy trombinowej z {rombing przemawia tak-
ze fakt, ze dotvchczas ‘ani nam, ani Schultzemu i Schwickowi (1951) nie
udaio sie potwierdzi¢ $cislej proporqonalnosm migdzy czasem fibrynolizv
wloknika przez czyste preparaty tfrombiny a ich mocg trombinowg wyre-
zong w jednostkach, co stanowilo zasadnicza tre$¢ doniesienia Guesta
i Ware‘a. Dokladniejsza analiza oryginalnej krzywej Guesia i Ware‘a ez
wykazuje odchyvlenia od $redniej, ktore budza watpliwoécei, czy mozna z tych
dcSwiadezen wyciggngé wniosek tak daleko idacy, jak identyczno$¢ pro-
teazy uplynniajgcej wloknik z trombing. Dlatego tez zapewne Guest i Ware
zastr7eg11 sie w swym doniesieniu, ze rézne dziatanie trombiny moze by¢
wynikiem obecnosci w czgsteczce trombmy roznych grup aktywnych.

Jedyny dotad typ doswiadczenia, w ktérym udalo sie oddzieli¢ dziata
nie proteazy trombinowej od wytworzenia skrzepu, znalazt Buluk (1951)
Przy zadawaniu szczawianowego osocza krwi kury malg iloScia trombiny
z osocza ludzkiego mozna wyposrodkowaé dawke, ktora Wybtarcza do
wykrzepienia osocza naluralnegc kury lub ludzkiego osocza szczawiano-
wego, ale nie wystarcza do wywolania skrzepu w osoczu szczawianowym
kury. W takim ukladzie szczawianowego osocza kury z dodatkiem t{rombiny
stwierdzil Buluk mimo braku krzepnignia przyrost azotu niebialkowego
odpowiadajacy mniej wiecej 50°% przyrostu koagulacyjnego w osoczu
krzepnagcym. Doswiadczenie to nie wystarcza jednak do wytaczenia zwigz-
ku przyczynowego miedzy przyrostem azotu niebiatkowego a konwersja
fibrynogenu w fibryne. JesteSmy nadal w podobnej sytuacji jak w r. 1952,
gdy zwracajgc uwage na niedostateczne uzasadnienie teorii identyczno$ci
trombiny z proteazg trombinowa musieliSmy zastrzec sie, ze réwniez nie
ma definitywnego dowodu odrebnosci obu tych ciat.

I' KoBamblk U K. Bynior (nmpu texuuuyeckoii momomu . O neapuukKa)-

TPOMBHWH, TPOMBEHUHOBAA TTPOTEA3A U IIJIASMHWH
Copepmanue

B crycrke rio0yHHOB H3 KPOBAHOH IJIa3Mbl YeJIOBEKA CYILECTBYIOT IO KpaikHeH
Mepe JBa aKTHBHbIe IpoTea3a, TPOMOUHOBaAsA nporeasa W IuladmMuH. OjHa H3 HHX,
a MMEHHO, TpPOMOHHOBafA IpoTeas3a MOSABJIAETCA OMHOBPEMEHHO C TPOMOMHOM IOCJe
PeKaJIbIHHAIMA pacTBOpa ryo6yJHHOB, ApPYyras e, a HMEHHO IJIa3MHH MpedOpPMHPOBaH
B pacTBOpe TrJIOOYJIMHOB M NPOABJSET aKTHUBHOCThH YiKe Mepej pexaJbluHanuei. ITnas-
MHAH Jierde pacuiemisier GUOpHH, YeM (PHOPHHOrEH KAk 5TO BBITEKAeT U3 CpaBHEHHSI
BpeMeHH (PMOPHHOI€HOJH3a B CBEPHYBIIMMCS PACTBOpPE TJIOGYJIHHOB C MPOAOJIKHTENb-
1OCThIO (PUOPHUHOIH3A CBEPHYBHIETOCS PACTBOPA INIOGYJIHHOB IIOC]E MPHGABIEHHUS ClIeHa
06€3H3BECTJIEHHOTO0 TPOMOHHA.

Tpom6uHeBas npoTeas3a Jierde OTLIEIUIAET B HAGEJKOBBIH a30T U3 (PUOPHUHOreHa Iem
~13 (HOPHHA, KaK 5TO BbITEKAeT U3 ACHITOTHYECKOrOo XOJa NpHpalleHHS BHEOEIKOBOrO
aszoTa, KOTOPbIH IOc/e NpHOaBleHHsA K (DUOPHHOTEHY CJIEJOB OYMINEHHOrO MNpenapara
TPOMOHHA HEPIKHTCA TOJIBKO BO BPEMs CBEPTHIBAHHSL.

O6e npoTeasbl B3aHMHO AOTIOJHAIOT CBOE AeHCTBHE TaKHM 06pa3oM, YTO OfHa Hei-
CTByeT TIJIaBHbIM o6pa3oM Kak (hHOpPHHOreHasa, [Apyras e CKopee Kak (ub6pHHAa3a,
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XOTs 0Ge nporeasbl pacllenasAT cybcTpata. TpoMOHUHOBaA IpoTeasa OTUIEISAET He-
(eJIKOBbIH 30T TaKiKe H3 MYJbTHMOJIEKYJ/SPHBIX NPCAYKTOB, OOPA3YIOMIMXCHA H3 (PHO-’
pUHA IOJA BJUAHUEM IJa3MHHA. ‘

Hoary/1siiHOHHBIA NPUPOCT BHEOGEJIKOBOTO a30Ta TMPOUCXOAHT He TOJIbKO BO BpeMs
CBepTbIBAaHUA M3JIOPUBAHHOrO (PHOGPHHA, HO TaKie B pPEeKaJbIHHUPOBAHHOH IaBese-
FOW TJ1a3Me, PaBHO KaK TOjJ BJIMAHHEM TPOMOWHA, HAXOMNSILIErocsd B CbIBOPOTKE U3
CaMOGBITHO CBEpPHYBUIEHCSA KPOBH, 3TO FOBOPHT 3a TO, YTO AHTHUIMJIA3MHH He 3aJ(epPHH-
KaeT AeHCTBHA TPOMOHHOBOH NpOTeassbl.

Bompoc 0 BO3MOMHOH TOM¥ACCTBEHHOCTH TPOMOHHOBOH IMMpOTeasbl ¢ TPOMOMHOM e
j)a3peuled A0 CHX IOP B OKOHYaTeJbHOH chopme. I'1aBHBIM apryMeHTOM, TOBOPSAUHUM
3a UAEHTHYHOCTb TPOMOHHOBOH IIpOTea3bl ABJAETCA (PaKT, YTO A0 CHX MOP He HaUgeHOo
npHuMepa KOHBEpCHH (puOpHHOreHa U (pHOPHH, BO BpeMsA KOTOPOH HE BbICTYNAJIObI
TPUPOCT BHEOEIKOBOrO a3oTa, GyAb 3TO NMPH ONbITAX C MaTEPHAJOM, BbIfCJCHHbLIM H3
LWPOBH MJIEKONHUTAIOUIUXCHA, 6YAb W3 KPOBH KYPHILI H Kapla, U Y jKe HAKOHeI[ U3 re-
MOJHM@BI pakxa.

ITpoTHB TOMAEACTBEHHOCTH TPOMOHHOBOKH NPOTEa3bl & TPOMOHUHOM OBOPHUT (DAKT, 4TO
caMble YHCTbIe IIOJIYYEHbl [0 CHUX IIOp Tmpenaparbl TPOMOWHA 06J1afaioT HecrneuudH-
HYECKHM [IeHCTBHEM TMPOTEOJIMTHYECKHM Ha Jpyrde cyobCcTpaTbl 4eM puOpHUHOreH,
a UMEHHO Ha BOJIOKHHCTYIO TKaHb (I'Bect u ¥Yap 1950), Ha kaszeun (IIlynbue u IIIBUK
1951) a Tawie Ha NPOAYKTbl qubpunonusa (Koemuk, Bysok u Oneapunk 1952).

Jlo cux nop HH B Hamed nabopatopuu, HA B padore I[llynbue u IIIBHKA He ObIa
NMOATBEPKACH (paKT, cooOleHHbIH 'BacTOM W Y3poM, 4TO BpeMs (pUOPUHOJIM3A BOJIOK-
MMCTOM THKaHH OYHMILEHHBIMH I[perapataMd TPOMOHHA, SKOObI COBEPUIEHHO [IPOMOp-
IIZMOHAJIbHO CHJIE€ COfiepiKallerocsi B Ipenapare TpomMOHHa. Takum o6pa3om Bompoc
00 UAEHTHYHOCTH TPOMOMHOBOH IpoTeadbl C TPOMOHWHOM ABJIAETCA IO CHUX I[0Op ele
COMHUTEJIbHBIM. ’

H. . Kowarzyk, K. Buluk (with the technical assistance of
[. Olearczyk)

THROMBIN, THROMBIN-PROTLEASE AND PLASMIN

Summary
, .,

Two proteases, thrombin-protease and plasmin are present in the coagulum of human plasma
globulins.

Plasmin is active in the oxalated globulin solution before recalcification and so before the
tormation of thrombin takes place. The thrombin-protease is activated enly after recalcifica-
tion of plasma globulins, during thrombinogenesis. Fibrin is split by plasmin ecasicr than fi-
brynogen. This can be concluded from measurements of the fibrynolytic time, which is
shorter than the fibrinogenolytic time for this enzyme.

Thrombin-protease liberates NPN from fibrinogen much faster than from fibrin. Thrombin-
protease and plasmin act on the same substrate but the first one preferably as fibrinogenase
and the second one as fibrinase. Both enzymes supplement each other in their action.

Thrombin-protease liberates NPN also from fibrin lysed by plasmin. Antiplasmin in human
plasma and serum does not stop the action of thrombin-proteasc.

There is no definite evidence of the identity of thrombin-protease and thrombin.

The conversion of fibrinogen into’ fibrin is always followed by liberation of NPN. This
liberationn of NPN occurs in mammalian blood, in the blood of chickens, of carps and also in
the haemolymph of lobBster. .

Pure thrombin preparations have always nonspecific proteolytic action on other substrates
than fibrinogen i. e. on fibrin, on casein and on the fibrinolysis reaction mixture.
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In purified thrombin preparations there does not exist the equivalency of fibrynolityc and
coagulative activity, as claimed by Guest and Ware (1951).

These facta are not in good agreement with the view of the identity of thrombin and
thrombinprotease.

The authors discuss the need of further studies to solve the problem of identity or non-
identity of thrombin-protease and thrombin.

PISMIENNICTWO

i. Abucewicz S.: O niektérych wlasnoéciach dwéch preparatéw fibrynolizyny otrzyma-
nych réznymi sposobami. Praca doktorska. — Wroclaw 1950. — 2. Augustyn J.: O niekeé-
rych wlasnoSciach proteazy krwi. Praca doktorska — Wroctaw 1949. — 3. Bailey K., Bettel-
heim F. R., Lorand L. i Middlebrook W. R.: Action of thrombin in the clotting of fibri-
nogen — Nature, 167: 233—234, 1951. — 4. Belicer W. A. i Belik J. W.: Ob obrazowanii
1 polimeryzacji fibrin monomera. Doklady Akademii Nauk SSSR, 41 :895—898, 1953. —
5. Belicer W. A. i Chodorowa E. £.: O pryrode prewraszczenija fibrynogena w fibryn.
Biochemija, 17: 676—683, 1952. — 6. Buluk K.: O przyroécie azotu niebiatkowego w krzep-
nacym roztworze globulin. Przeglad Lekarski, 5: 438—441, 1949. — 7. Buluk K.: Uklad
krzepnigcia krwi kury. (Praca doktorska 1951) ukaze si¢ w zbiorze prac zakladu w serii B
Prac. Wrocl. Tow. Nauk. — 8. Buluk K. i Kaluza B.: Uklad krzepnigcia hemolimfy raka.
Ukaze sie w zbiorze prac zakladu w serii B Prac. Wroct. Tow. Nauk. — 9. Christensen
H. N. i Lynch E. L.: The conjugated, non — protein amino acids of plasma. The Journal
of Biological Chemistry, 163: 741—751, 1946.

10. Guest M. M. i Ware A. G.: Fibrynolytic activity of purified thrombin. Science, 112:
2122, 1950. — 11. Guest M. M., Ware A. G. i Seegers W. H.: A quantitative study
of antifibrinolysin in chick plasma: increase in antifibrinolysin activity during pteroylglu-
tamic acid deficiency. The American Journal of Physiology, 159; 661—669, 1947. —
12. Fuchs H. i Zakrzewski Z.: Mikrochemische Analyse von beim Blutgerinungsprozess
ablaufenden Teilreaktionen. Klinische Wochenschrift, 13: 1511, 1934. — 13. Jara Z.: Uklad
krzepniecia krwi karpia. Ukaze si¢ w zbiorze prac zakladu w serii B Prac. Wroct. Tow.
Nauk. — 14. Kaulla K. N.: Extraction of fibrinolytic enzyme from the blood. Nature, 164:
408, 1949. — 15. Kowarzyk H.: O mechanizmie krzepnigcia krwi. Szpitalnictwo Polskie,
3: 217—225, 1950 oraz Pamietnik I Ogélnopolskiego Zjazdu Hematologbw w Krakowie
28—30. V. 1950. — 16. Kowarzyk H. i Buluk K.: Post¢gpy badafi nad krzepnieciem krwi.
Postgpy higieny i medycyny do$wiadczalnej, 2: 1—76, 1950. — 17. Kowarzyk H. i Szer-
cha M.: Metoda badania proteolitycznych wlasnoéci krwi. Acta Biologiae Experimentalis,
15, 49—50, 1949. — 18. Kowarzyk H., Szercha M., Buluk K. i Krzysztonr Z.: O proteolitycz-
nej teorii krzepniecia. Acta Biologiae Experimentalis 15, 1949. — 19. Kowarzyk H., Szercha M.,
Buluk K, i Krzyszton Z.: O mechanizmie krzepnigcia krwi. Sprawozdanie Wroctawskiego
Towarzystwa Naukowego, 3: 268—269, 1948.

20. Kowarzyk H., Szercha M., Buluk K., Krzyszton Z.: Dalsze badania nad mechaniz-
mem krzepnigcia krwi. Sprawozdania Wroclawskiego Towarzystwa Naukowego, 4: 202—206,
1949. — 21.| Kowarzyk H., Buluk K. i Olearczyk ].: Rola proteazy krwi w mechanizmie
krzepnigcia. Acta Physiologica Polonica, 1: 69—78, 1950. — 22. Kowarzyk H.: Thrombin
and thrombin protease. Nature, 169: 614—615, 1952. — 23. Kowarzyk H., Buluk K.
i Olearczyk ].: O wlasciwoSciach tak zwanej proteazy trombinowej. Acta Physiologica Po-
lonica dodatek do tomu III. Prace III Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego: 161—
164, 1952. — 24. Krzysztonn Z.: O przyroécie azotu niebialkowego w krzepnacym osoczu
krwi ludzkiej. Przeglad Lekarski, 5: 311—314;, 1949. — 25. Lak: L. i Mommaerts W. F.
H. M.: Trensition of fibrinogen to fibrin as a twostep reaction. Nature, 156: 664, 1945. —
26. Lorand L.: Fibrino-Peptide — New aspects of the fibrinogen — fibrin transformation.



56 HUGON KOWARZYK I KAROL BULUK Nr 1

Nature, 167: 992—993, 1951. — 27. Lorand L. i Middlebrook W. R.: The action of thrombin ~
on fibrinogen. The Biochemical Journal, 52: 196—199, 1952. — 28. Mac Fayden D. A.:
Determination of amino acids in plasma by the finhydrin — carbon dioxydz reaction whik-
Lunt removal of proteins. The Journal of Biological Chemistry, 145 :387—403, 1942. —
29. Nicwiarowski S.: O przyroécie produktéw hydrolizy bialka w czasie fibrynolizy. Acta
Physiologica Polonica 3: 375—391, 1952.

30. Niewiarowski S.: O aktywacji plazminogenu w krzepnacych euglobulinach. Acta Phy-
siologica Polonica, 4 : 231—235, 1953. — 31. Olearczyk ].: O proteolitycznych wlasnosciach
preparatéw trombiny. Przeglad Lekarski, 6 : 761—765, 1950. — 32. Petitjean F.: Influence de
la coagulation sur la teneur du sang en azote amine. Comptes Rendus de la Societe de
Biologie. 87: 1001—1004. 1922. — 33. Presnell A. K.: Thrombin a proteolytic fibrinoge-
nase, American Journal of Physiology, 122 :596, 1938. — 34. Schultze H. E. i Schwick G.:
Uber den Mechanismus der Thrombildung in isolierten System. Zeitschrift physiologische
Chem. 289: 26—43, 1951. — 35. Szerc(a.,i M.: O rbznicy poziomu reszty azotowej W o0soczu
i surowicy krwi. Przeglad Lekarski, 3: 741, 1947. — 36. Webr H. 1 Nicwiarowski S..
Aktywnoé¢ antyproteolityczna osocza krwi i powstalej z niego surowicy. Acta Physiologica
Polonica, 3. Dodatek Prace III Zjazdu Polskiego Towarzystwa Fizjologicznego we Wrocta-
wiu: 164—167, 1952,

Otrzymano 28. X. 1953,



