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Dojrzała krwinka czerwona zużywa energię magazynowaną w pohtacl ATP (ade- 
nozyno-5z- trójfosforanjoraz w innych związkach fosforanowych na integra­
cję morfotyczną i czynnościową (cyt.wg Hłyńczak, 1970; H ł у ń - 
czak i wsp., 1971; Konopka 1 wsp., 1972; Chmiel i 
Jurga, 1973; Chmiel, Rybczyńska, 1973; Szklar - 
ska, Chocha, 1973; Zachara, Lewandowski, 1973; 
L e у к o i wsp., 1973 i 1974; Kołątaj i wsp. 1974).

Krwinka czerwona zyskuje energię z reakcji ustawicznego metabolizowania 
glukozy w procesie beztlenowej glikolizy fosforylującej oraz w cyklu pen- 
t o zo fosforanowym. Brak układu cyt o chromów (cyt. wg Stankiewicz a, 
1973) 1 reprezentowanie cyklu kwasów tró jkarboksylowych tylko przez hy- 
dratazę fumaranową (ЕС 4 2.1.2. Hydro-liaza L-jabłczanu), dehydrogenazą ja- 
błczanową (ЕС 1.1.1.37 Oksydoreduktaza L-jabłczan : NAD) oraz mało ak­
tywny enzym przekształcający cytrynian w alfa-ketoglutaran (M i г с e v o- 
V a, V o sykova, 1962) uniemożliwiają dojrzałej krwince czerwonej 
zużytkowanie glukozy na innej drodze niż wymienione.

Zdaniem C h m i e 1 a (1962), istnieją podstawy by sądzić, że w ery­
trocytach psa, glukoza może podlegać również przemianie określanej jako 
droga „kwas glikuronowy - ksyluloza". Z jednej strony, przemiana ta wyda- 
je się być ściśle związana z syntezą kwasu L-askorbinowego, z drugiej 
- łączy się z cyklem pentozowym poprzez D-ksylulozo-5-fosforan.

NUKLEOTYDY I PRODUKTY POŚREDNIE GLIKOLIZY

Reakcje glikolizy fosforylującej 1 cyklu pentozofosforanowego przebiega­
jące w dojrzałych erytrocytach ssaków wg Brewer a, Eaton а(1971) 
przedstawiono na rycinie 1.

Etapy przemian enzymatycznych zaznaczono strzałkami, natomiast za pomocą 
liczb ujętych elipsą - najwyższe stężenia ufosforylowanych metabolitów 
(w pM/1 g Hb) występujących w erytrocytach człowieka.
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Ryc.1. Główne drogi metabolizmu węglowodanów w dojrzałych krwinkach 
czerwonych ssaków wg G.J. Brewera i J.W. Eatona (1971г.)

DHAP - fosfodwuhydroksyaceton; DPGM-dwufósfogliceromutaza; 2,3-DPGP- 
-fosfataza 2,3-dwufosfoglicerynianowa; E - enolaza (hydrataza fosfo- 
pirogronianowa); FA - aldolaza; FFK- fosfofruktokinaza); GA-3-PD-de- 
hydrogenaza fosfogliceroaldehydu; G-6-PD- dehydrogenaza glukozo-6-fo- 
sforanowa; LDH - dehydrogenaza mleczanowa; 6-PFK - 6-fosfofruktokina- 
za; 6-PGD - dehydrogenaza kwasu 6-fosfoglukonowego; PGI - fosfogluko- 
izomeraza; 3-PG-K - kinaza 3-fosfoglicerynianowa; PMG - fosfoglukomuta- 
za; 2,3-PGM - fosfogliceromutaza; PK - kinaza pirogronianowa;>TA-trans- 

aldolaza; TK - transketolaza; TPI - izomeraza fosfotriozowa

Pierwsze prace nad metabolizmem energetycznym zostały zapoczątkowane 
przez В a s s a (1914) oraz Buell, Perkins (1928) i dotyczy­
ły one sumy związków adeninowych we krwi. Wskutek udoskonalania metod, 
rozdzielono i oznaczono ilościowo wolne nukleotydy oraz inne związki fo­
sforanowe występujące w erytrocytach, a mianowicie AMP (adenozyno-5mo- 
nofosforan), ADP (adenozyno-5dwufosforan), ATP, AXP (związki ATP z że­
lazem), MAD (dwunukleotyd nikotynamidoadeninowy), NADP (fosforan dwunu- 
kleotydu nikotynämidoadeninowego), CDP-cholina (cytydyno-5'-dwufosforan), 
cyty dyno dwufo sfo etanolamina, de zoksy cytydyno dwufó sfo etanolamina, UDP-glu-
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koza (urydyno-5 '-dwufosforan) i UBP-N-acetyloglukozamina, GMP (guanozyno- 
-5 'r-mono fosforan), GDP (guanozyno-5 '-dwu fosforan), GTP (guanozyno-5'-trój- 
fosforan), GDP, IMP(inozyno-5'-monofosforan), ITP (inozyno-5'-trójfosfo- 
ran), BMP (monofosforany heksoz), HDP (dwufosforany heksoz), PPG (kwas 
dwufosfoglicerynowy) i inne triozofosforany. Ponadto stwierdzono obecność 
kwasu moczowego, hipoksantyny, inozyny, adeniny i guaniny (Ba r t 1 ett, 
1959; H ł у ń c zak, 1970; Mills i wsp. 1961).

W okresie rozwoju badań nad metabolizmem energetycznym erytrocytów pod­
jęto prace w kierunku identyfikacji nukleotydu występującego we frakcji, 
którą Bartlett oznaczył jako AXP. Hashimotoi i wsp. (1963) 
związek ten zidentyfikowali jako kompleks AMP z 2,5-BPG. Stwierdzili nad­
to, że występuje on tylko u osobników, których erytrocyty charakteryzuje 
wysoka zawartość 2,5-DPG; nie wykryli go we krwi krów.Ponieważ zidentyfi­
kowany kompleks występuje w erytrocytach w niewielkich ilościach, nie mo­
że on być głównym składnikiem frakcji AXP.

Badania Konopki i wsp. (1969) oraz Gondko i Ley- 
k o (1969) wykazały, że AXP jest przypuszczalnie mieszaniną związków wy­
stępujących w postaci kompleksów ATP z żelazem. Sugestię tę potwierdzili 
Meyers i wsp. (1975)9 ale ich zdaniem, kompleks ten pojawia się 
tylko wówczas, gdy ekstrakcji związków fosforanowych z krwi, dokonuje się 
w środowisku silnie kwaśnym.

Nie wiadomo jaką rolę spełniają istniejące w erytrocytach obok ATP in­
ne związki wysokoenergetyczne (H ł у ń c z a k, 1970). Występują one w 
małej ilości i być może dlatego tylko ATP budzi ciągle żywe zainteresowa­
nie.

Straub (1955) w odniesieniu do krwinki czerwonej człowieka mówi: 
„...Poziom ATP w danej chwili jest miarą biochemicznej wydolności czyn­
no ś ci owe J komó rki...

L e у к o (1959) dyskutując rolę ATP w erytrocycie człowieka podaje 
„••• Według Gabrio rozpad krwinek rozpoczyna się, gdy rozpad ATP jest więk­
szy od jego syntezy. Zmniejszenie ilości ATP zmniejsza dalsze wyzyskanie 
glukozy, to z kolei zmniejsza syntezę ATP i cykl ten trwa tak długo, aż 
erytrocyt wyczerpie swój pierwotny zapas energii...”.

Mc Manus i Lambe (1972), oraz Zachara i Le­
wandowski (1975) podkreślają, że utrzymanie puli nukleotydów a- 
deninowych ma zasadnicze znaczenie dla funkcji życiowych erytrocytu.

Wyżej przedstawione opinie skłaniają do zastanowienia się nad drogami 
syntezy - odtwarzania i rozkładu ATP w erytrocycie, tym bardziej, że doj­
rzałe krwinki nie wykazują syntezy nukleotydów adeninowych „de novo’’.Praw­
dopodobnie mechanizm odtwarzania ATP w erytrocycie człowieka jest nastę­
pujący.- W enzymatycznej reakcji rybozo-5-fosforanu z ATP pod wpływem kina­
zy powstaje AMP i fosforybozylopirofosforan. Ten ostatni łącząc się na­
stępnie z adeniną tworzy również AMP. Tak wytworzona cząsteczka AMP rea­
guje pod wpływem kinazy adenyłanowej (EG 2.7.4.5 fosfotransferaza ATP:AMP) 
z cząsteczką ATP dając w efekcie 2 cząsteczki ADP. One to w procesie gli­
kolizy ulegają fosforylacji i odtwarzają ATP.
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Mc Manus i L a m b e (1972), wykazali specyficzne różnice 
dróg syntezy ATP w erytrocytach różnych gatunków ssaków. Erytrocyty np. 
psa mogą syntetyzowaó ATP z adenozyny, podczas gdy świnki morskiej - poza 
adenozyną potrzebują P^ (fosforan nieorganiczny). Stwierdzono, że u tych 
zwierząt ryboza może ulegaó fosforylacji i tym samym efektywnie przy­
czyniać się do utrzymania poziomu ATP w krwince. Inozyna nie wykazała 
podobnego działania. 0 ile w erytrocytach konia sama adenozyna jest nie­
efektywna, to dostarczona z glukozą w obecności P^ prowadzi do syntezy 
ATP. Podobny mechanizm jej działania stwierdzono u wołu, owcy i kota.

Do chwili obecnej nie wyjaśniono metabolizmu energetycznego i dróg utrzy­
mania poziomu ATP w erytrocytach świni. Ich krwinki różnią się od bezjąd- 
rzastych krwinek czerwonych innych ssaków niską aktywnością glikoli- 
tyczną (cyt. wg Hłyńczak, 1970), podczas gdy zawartość ATP w ery­
trocytach wieprza jest prawie najwyższa. Krwinki czerwone świeżo pobrane 
od dojrzałej świni nie wykazują wyraźnej glikolizy: są nieprzepuszczalne 
dla glukozy. Jeśli zwiększyć ich przepuszczalność dla tego cukru, zachodzi 
wówczas wytwarzanie mleczanu i ATP. Wykazano, że krwinki te mogą utyli- 
zować takie pentozy jak iyboza i dezoksyryboza. Z drugiej jednak strony, 
nie stwierdzono występowania substratów pentozowych w osoczu dojrzałych 
świń, a glukoza jak wspomniano wyżej, jest nieefektywna (Kim i wsp., 
1972).

Rozpad ATP w erytrocycie, jak wynika z badań Rapoporta (1968) 
ma miejsce pod wpływem zaktywowanej ATPazy, przy czym powstaje pirofosfo- 
ran i AMP. Ten ostatni pod działaniem 5'- nukleotydazy (EC 3.1.3.5 fosfo- 
hydrolaza 5'- rybonukleotydu) odłącza P^ i przekształca się w adenozynę, 
która z kolei ulegając dezaminacji przechodzi w inozynę. W obecności Pj^ 
inozyna pod wpływem fosforylazy nukleozydu purynowego (EC 2.4.2.1 rybo- 
zylotransferaza nukleozyd purynowy: P^) przekształca się w hipoksantynę z 
wytworzeniem rybozo-1-fosforanu. Na ten związek działa fosforybomutaza 
dając w efekcie rybozo-5-fosforan, który w przemianach cyklu pentozowego 
dostarcza metabolitów glikolizie beztlenowej.

Liczne doniesienia wykazały, że w bezjądrzastych erytrocytach ssaków, w 
tym również człowieka, przeważają nukleotydy adeninowe.

Przewagę nukleotydów adeninowych nad innymi nukleotydarni wykazali H ł yń- 
c z а к i wsp. (1971 i 1973) również w jądrzastych krwinkach czerwo­
nych gołębia i kury.

Pod względem zawartości’.związków fosforanowych krwinki czerwone królika 
są najbardziej zbliżone do erytrocytów człowieka. Bartlett i 
Shafer (i960) przyjęli, że erytrocyt królika jest niejako modelem 
krwinki czerwonej człowieka.

W oparciu o porównawcze dane składu nukleotydowego erytrocytów różnych 
gatunków zwierząt, sugeruje się możliwość podziału ich na 2 grupy: 
1. o zawartości ATP ok. 1 pM/1 ml erytrocytów, reprezentowaną przez czło­

wieka i królika;
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2. o zawartości ATP ok. 0,5 jiM/1 ml erytrocytów, której przedstawicielami 
są kot, pies i bydło.

Należy nadmienić, że badania nad metabolizmem energetycznym krwinek czer­
wonych u człowieka w różnych stanach fizjologicznych i patologicznych,pro­
wadzone są bardzo intensywnie i w literaturze spotyka się liczne donie­
sienia w tym zakresie (Hłyńczak i wsp., 1968; К a r o ń i wsp., 
1973; Leyko, 1973; Torliński i К a r o ń, 1972; W n u k- 
-Wojnar i wsp., 1974).

Natomiast badania tego rodzaju dotyczące krwi i erytrocytów przeżuwaczy, 
a szczególnie bydła w dostępnej literaturze okazały się bardzo rzadkie 
i trudne do porównania ze względu na stosowanie rozmaitych metod i prze­
liczanie uzyskanych wyników na różne parametry.

W pracy na temat połączeń nukleotydów z białkami oddechowymi, charakte­
ryzując skład krwinek człowieka (przedstawiciel „aktywnego” trybu życia) 
i wołu („spokojny” tryb życia) Gondko i Leyko (1969)w opar­
ciu o dane Hirsa i Olcotta wykazali, że zawartość związków nukleotydowych 
w erytrocytach bydła jest około 6 razy niższa, niż u człowieka. Ciekawe, 
że autorzy tej pracy, przedstawiając zawartość tych związków, oznacza­
nych przy zastosowaniu skokowego gradientu stężeń w układzie HCL : NH^CL, 
w krwinkach czerwonych różnych gatunków zwierząt (kot, pies, królik, czło­
wiek, wół) nie wykazali zawartości AMP.

Hłyńc zak (1970), która między innymi określała również zawar­
tość wolnych nukleotydów w erytrocytach 10 różnych gatunków zwierząt (w tym 
człowieka i wołu) wykazała obecność tego nukleotydu. Na podstawie jej wy­
ników, zawartość ATP u buhaja okazała się mniej więcej równa zawartości te­
go nukleotydu w krwinkach u człowieka i około 3 razy wyższa, w porówna­
niu z erytrocytami wołu.

Ciekawą pozycję w badaniach nad zawartością nukleotydów w erytrocytach 
bydła stanowi jedna z ostatnich prac Leyko i wsp. (1974),w któ­
rej autorzy chcieli ustalić, czy istnieją jakieś różnice w zakresie wymie­
nionych związków pomiędzy rasami. Badania te są włączone w aktualnie sze­
roko prowadzone obserwacje genetycznej zmienności niektórych fizjologicz - 
nych i biochemicznych właściwości bydła. Dyskutując uzyskane wyniki auto­
rzy stwierdzili, że rozdziäl chromatograficzny z erytrocytów krwi bydła 
jest podobny do rozdziałów z krwinek czerwonych krwi człowieka. Stosując 
ciągły gradient stężeń w układzie kwas mrówkowy: mrówczan amonu, wykryto: 
NAD, kwas moczowy, AMP, NADP, GMP + IMP, ADP, UDP, ATP i GTP.
Cechą różniącą erytrocyty bydła, według cytowanych autorów, jest obecność 
kwasu moczowego, którego nie stwierdza się w erytrocytach człowieka. 
Przeciętna zawartość ATP w erytrocytach 12-13 miesięcznych buhajków okaza­
ła się o około 5 razy niższa niż u człowieka i nie wykazała statystycznie 
istotnych różnic w zależności od pory roku (wiosna, zima).
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2,3 - DWUEOSFOGLICERYNIAN

W latach pięćdziesiątych odkryto specyficzną przemianę 2,3-DPG w krwin­
kach czerwonych ssaków, którą od odkrywców nazwano cyklem Rapoporta- 
Lueberinga lub cyklem fosfoglicerynianowym (Rapoport, 1968).

Benesch i Benesch (1967) stwierdzili, że 2,3-DPG może 
działać jako potężny regulator allosferycznych własności hemoglobiny w ery­
trocytach człowieka« Powyższe doniesienie stanowi podstawę współczesnych, 
powszechnie przyjmowanych poglądów, że związek ten jest głównym, wewnątrz- 
erytrocytamym regulatorem uwalniania tlenu z krwi do tkanek.

W krwinkach czerwonych człowieka (Benesch i Benesch, 
1969) głównym praduktem metabolizmu glukozy jest raczej 2,3-DPG a nie pi- 
rogronian czy mleczan. Przyjmując, że krew jest organem, cytowani auto­
rzy uważają ten fakt za przykład adaptacji organu, ponieważ 2,3-DPG pre­
ferując wiązanie dezoksyhemoglobiny obniża powinowactwo tlenowe Hb, a w e- 
fekcie przesuwa krzywą dysocjacji oksyhemoglobiny na prawo.

Zachara (1969) stwierdza, że istnienie cyklu Rapoporta-Lueberin- 
ga ma bardzo ważne znaczenie z punktu widzenia przemiany energetycznej e- 
rytrocytu. W wyniku glikolizy przemiana 1 cz. glukozy do 2 cz. mleczanu 
dostarcza komórce 2 cz.ATP. Proces ten został przedstawiony przez Y o - 
shikawę i Minakami (1968) w postaci następującego rów­
nania:

Glukoza + 2 ADP + 2 P5------ 2 kw. mlekowy + 2ATP + 2H20

Natomiast przemiana glukozy prowadząca poprzez 2, 3-$PG dostarcza tylko 
tyle cząsteczek ATP, ile zużywa się ich w pierwszych etapach glikolizy.Za­
tem bilans ATP tej przemiany jest zerowy. W warunkach równowagi, u więk­
szości ssaków, 20-25% utylizowanej glukozy podlega przemianie poprzez cykl 
2, 3-DPG.

Obok 2, 3-DPG również ATP, GTP i heksametafosforany wykazują szczególnie 
dużą efektywność w obniżaniu powinowactwa Hb do tlenu, przy czym 2,3-DPG 
oddziałuje w szerokim zakresie pH.

W erytrocytach, zdaniem Gustavssona i” de Verdi e- 
r a (1973) tylko ATP i 2,3-DPG mogą efektywnie oddziaływać z Hb. Inne me­
tabolity występują bowiem w zbyt małych stężeniach i charakteryzują się 
szybkim.„obrotem” metabolicznym.
Till i wsp., (1973) prowadząc badania nad rozdziałem „compartmenta­

tion” metabolitów fosforanowych, w erytrocycie, przy użyciu radioizotopu 
32p wykazali, że około 64% wewnątrzkomórkowego P^, ADP i ATP nie uczestni­
czy w wymianie. Zjawisko powyższe tłumaczą możliwością wiązania się wy­
mienionych związków z Hb.

Brewer i Eaton (1971) przytaczają wyniki prac Chanutina 
i wsp. oraz Garby i wsp. z których wynika, że oksyhemoglobina wykazuje o 
połowę mniejsze powinowactwo do 2,3-DPG w porównaniu ż dezoksyhemoglobiną. 
Sami, jednak stwierdzili, iż częściowo utlenowana Hb (50-60% nasycenia)może 
wiązać tyle 2,3-DPG jak zupełnie odtlenowana Hb. Wykazywałoby to, że utrą-
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ta jednej z czterech cząsteczek tlenu z całkowicie utlenowanej Hb, może 
zwiększać wiązanie 2, 3-DPG tak, Jak zupełnie jej odtlenowanie. A więc, 
względnie małe zmiany w fizjologicznym zakresie średniego wysycenia krwi 
żylnej (70-80%), Jak podają cytowani autorzy, mogą wywierać duży wpływ na 
ilość 2,3-DPG wiązanego z Hb krążących erytrocytów.

Określenie miejsca wiązania 2, 3-DPG i ATP w cząsteczce Hb oraz zmian 
temu towarzyszących, było przedmiotem licznych doniesień: Benesch i 
В e n e s c h (1967 i 1969), P e r u t z (1970), Tomita i 
Riggs (1971), Duhm (1972), de Bruin i Janssen
(1973).

Zgodnie z doniesieniami ww. autorów, przypuszczalnym miejscem wiązania 
Jest oś „dyad” symetrii szczeliny centralnej, tetrameru Hb.

Mimo, że niektóre dane świadczą o istnieniu kilku miejsc wiązania 2,3- 
-DPG i ATP przez cząsteczkę Hb, to kontrolowanie jej funkcji przypisuje 
się głównie N-terminalnym końcom łańcuchów beta szczeliny centralneJ.Przyj­
muje się, że wiązanie fosforanowych pochodnych z dezoksy- i oksy-Hb w ery­
trocycie Jest przemiennie zależne od pH w Jego fizjologicznym zakresie. W 
tym pH słabe zasady organiczne Jak np.: alfa-aminowe grupy waliny, imi- 
dazolowe - histydyny, czy guanidynowe argininy, po odłączeniu tlenu od 
oksy-Hb wykazują tendencje do przyjmowania Jonów wodorowych i przekształca­
ją się w Jony dodatnie.

DEZOKSyHEM06L0BINA

Ryc.2. Miejsca możliwych wiązań 2-3-DPG z dwoma fi -łańcuchami wewnątrz 
szczeliny centralnej tetrameru dezoksyhemoglobiny wg Duhm'a(l973)

Tak naładowane aminogrupy łańcuchów beta hemoglobiny przyłączają zjonizowa- 
ne związki fosforanowe, występujące w tych warunkach w formie anionów.

Wiązanie 2,3-DPG przesuwa równowagę pomiędzy oksy- i dezoksy-Hb; stabi­
lizując konformację tej drugiej - „faworyzuje” jej strukturę (D u h m, 
1972). Ze względów przestrzennych, wnioskuje autor, 2,3- DPG wiąże się w 
mniejszej ilości z oksy-Hb, ponieważ pod wpływem utlenowania, dwie N-ter-




















