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JERZY DUSZYNSKI *

Regulacja funkcjonowania szlaku metabolicznego
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l. Wstep

Regulacja metabolizmu komérkowego jest przedmiotem zainteresowa-
nia wielu pracowni biochemicznych. Po okresie, w ktéorym badano gtow-
nie sktad oraz wzajemne powigzania szlakéw metabolicznych, a ktéry

% Dr, Zakfad Biochemii Komérki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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moglibySmy nazwaé okresem budowania mapy metabolicznej, nadszedt
czas analizy mechanizméw regulacji metabolizmu.

Jak kazda dziedzina i ta galgz biochemii wyksztatcita wiasne stow-
nictwo. Wiasciwe mu specyficzne terminy osadzajg zjawiska w kontekscie
funkcjonowania szlaku, jego produktywnosci. Czesto przy rozpatrywaniu
tych terminéw znajdujemy okre$lenia z innej dziedziny biochemii, ktdre
im, mniej lub bardziej $cisle, odpowiadaja. | tak dla przykiadu, waznymi
terminami w dziedzinie regulacji metabolizmu sg wyrazenia: ,przeptyw
przez reakcje” lub ,przeptyw przez szlak metaboliczny”. Pod tymi ter-
minami rozumiemy wypadkowa szybko$¢ reakcji lub procesu, tj. réznice
pomiedzy szybkos$cig reakcji w kierunku tworzenia produktow (yj i szyb-
koscig reakcji w kierunku przeciwnym (v.i). Jednakze uzycie terminu
»,SZybkos¢ reakcji” wiaze sie zwykle z opisem zmiany ilosci jej substratow
czy produktéw. Jest to termin kinetyczny. Tymczasem w szlaku meta-
bolicznym dziatajagcym w stanie réwnowagi dynamicznej, stezenia meta-
bolitbw reakcji nie zmieniajg sie. W tym bowiem uktadzie wytworzone
czasteczki produktéw reakcji sg zuzywane jako substraty reakcji na-
stepnej, a zuzyte czasteczki substratow sg zastepowane nowymi czastecz-
kami powstatymi w wyniku dziatania reakcji poprzedzajgcej w szlaku opi-
sywang reakcje. Termin ,,przeptyw”, analogiczny w pewnych przypadkach
do terminu ,szybkos$¢”, opisuje dziatanie enzymu w kategoriach jego
produktywnosci, nawet przy mylgcej z pozoru niezmiennosci stezen pro-
duktéw i substratow.

Przeptyw przez reakcje opisaé mozna réwnaniem kinetycznym. Przy-
biera ono zwykle posta¢ nieliniowego réwnania rozniczkowego. Zbidr ta-
kich réwnan, z ktérym mamy do czynienia przy pr6bie analizy przeptywu
na poziomie catej drogi metabolicznej, jest nierozwigzywalny. W ograni-
czony sposob trudno$¢ te mozna pokonaé przy uzyciu komputera. Nielicz-
ne prace, w ktorych charakterystyka kinetyczna drogi metabolicznej
okre$lana jest za pomocg symulacji komputerowej, ciagle majag w sobie
zbyt wiele zatozen co do parametréw systemu, czy tez szczeg6tdéw mecha-
nizmu dziatania enzymoéw (1—4). Dlatego tez w rozwazaniach nad regu-
lacja przeptywu przez szlak metaboliczny dominuja, i na nich tez sie sku-
pimy, inne podejScia teoretyczne.

Polskie pismiennictwo biochemiczne zostalo wzbogacone ostatnio do-
skonatym podrecznikiem omawiajgcym regulacje metabolizmu (5). Przed-
stawiony ponizej tekst jest prédba przyblizenia nowych osiggnie¢ z tej
dziedziny.

Il. Szlak metaboliczny w réwnowadze dynamicznej
Wezmy pod uwage hipotetyczny szereg enzymoéw (Ei-EJ katalizujacych

szlak metaboliczny (Ryc. 1). Zatézmy, ze droga ta dziata w warunkach
réwnowagi dynamicznej, co oznacza, ze szybko$¢ zuzywania substratu
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poczatkowego (SO i powstawania produktu koncowego (Sn) jest taka
sama i nie zmienia sie w czasie. Przyjmijmy tez, ze wszystkie enzymy
szlaku katalizujg reakcje odwracalne, a reakcja ostatnia (katalizowana
przez enzym En) jest nieczuta na produkt. W przypadku szlaku metabo-
licznego opisanego rycing 1, okreslonemu stezeniu SO odpowiada okreSlo-
na szybkos$¢ przeptywu (J) i ustalone stezenia poszczegbélnych metabo-
litow posrednich (Sx—Sni).

B _ B En
3 —S NS 2 S sr

Ryc. 1. Schemat szlaku metabolicznego.

Rycina 1 przedstawia droge metaboliczng catkowicie wyizolowang od
innych przemian komdrkowych. W rzeczywistosci droga ta dziata posréd
wielkiej ilosci przemian komérkowych, w licznych z nimi powigzaniach.
Czesto koenzymy czy metabolity posrednie sg wsp6lne dla wielu prze-
mian. Dlatego tez model przedstawiony na rycinie 1 powinien by¢ uzupet-
niony o mozliwosci modulowania wielkosci pul metabolitow posrednich,
jak i mozliwosci oddziatywania na enzymy szlaku przez inhibitory i akty-
watory, uwalniane w innych procesach metabolicznych (rycina 2).

I A Suon ... Sy =——==§
m f y-n y-1 y
| 4
r“"“I“""T ———————— R 1
} V V | |
E1 E2 ' En I
| s5g=—= 51 =——= Sp.......... Snq=——=S, |
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[l e e AT Sl et Al O L oftauL (TR e s |
|

........ Sx,1—r_—'=sx
Ryc. 2. Oddziatywanie szlaku metabolicznego z innymi przemianami metabolizmu
komérkowego. Strzatki podwéjne oznaczajg dziatanie inhibitora (I) i aktywatora (A)
enzymoéw szlaku. Strzatki pojedyncze oznaczaja reakcje, na drodze ktérych meta-
bolity posrednie omawianego szlaku wigczajg sie w inne przemiany komoérkowe.

W przypadku szlaku przedstawionego na rycinie 2, zmiana stezenia
substratu, stezenia metabolitu posredniego, czy tez iloSci enzymu, zaburzy
uktad réwnowagi dynamicznej. Konsekwencjg tego jest zazwyczaj zmiana
szybkosci przeptywu. Gdy parametr ten ustali sie, co z reguty nastepuje
po krotkim okresie stanu przejsciowego, szlak przechodzi w nowy stan
rbwnowagi dynamicznej. Mozna wiec stwierdzi¢, ze szybko$¢ przeptywu
przez szlak metaboliczny moze by¢ kontrolowana na drodze wywotywa-
nia zmian: a) w poziomie aktywnos$ci enzymow szlaku, b) w stezeniach
substratu poczatkowego (SG, metabolitow posrednich (Sj—Snj) lub tez
koenzymow szlaku.
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I1l. Enzym jako czynnik regulujacy przeptyw w szlaku

I11-1. Enzymy regulatorowe

Kinetyke reakcji moze modyfikowaé nie tylko zmiana w stezeniu
jednego z metabolitow reakcji. Moze by¢ ona modyfikowana réwniez na
drodze oddziatywania enzyméw z czasteczkami innymi niz te, ktére spo-
tykamy w zapisie reakcji. Tymi efektorami mogg by¢ niewielkie czastecz-
ki, np. koenzymy, inne metabolity lub jony metali. Czesto tez oddzia-
tywania czgsteczki enzymu z innymi polipeptydami lub wprowadzenie do
niej nowych, kowalencyjnie zwigzanych grup, np. fosforylacja czy ade-
nylacja czasteczki enzymu, prowadzi do zmiany witasciwosci kinetycz-
nych. Wydzielenie w czasteczce enzymu centrum aktywnego i miejsc
regulatorowych, wprowadzenie teorii allosterycznosci sg dokonaniami dzi$
do$¢ znanymi. Tak wiec korzystajac z faktu, ze na ten temat istnieje
w literaturze szereg doskonatych prac przegladowych (patrz 5), w ramach
tego artykutu nie becje dalej tego tematu rozwijat.

Przez pewien czas zakladano, ze za kazdym z wyzej wymienio-
nych oddziatywan — jezeli tylko jest ono ,przekonywujgco” specy-
ficzne i wyrazne — musi kry¢ sie jaki$ ,fizjologiczny sens”. Dlatego tez
enzymy, dla ktérych wykryto tego typu oddziatywania, nazwano
enzymami regulatorowymi.

Dzi$ wiemy, ze nie zawsze wykrycie mozliwosci zmiany aktywnosci
czy tez specyficznosci enzymu na drodze takich oddzialywan oznacza, ze
w komoérce enzym taki peini role regulacyjng. Wiele z tych efektéw
obserwowanych jedynie w uktadzie izolowanego enzymu okazywato sie
biochemicznymi artefaktami. Istnieje tez mozliwos$¢, ze niektore efekty
sg zwigzane z mechanizmami, ktére we wczesniejszej fazie rozwoju, za-
réwno filogenetycznego jak i ontogenetycznego, byly wazne, ale w ak-
tualnej fazie wazno$¢ zatracity. Niektére z nich moga wreszcie odgry-
wac role regulacyjng tylko w jakiejs ekstremalnej sytuacji fizjologicz-
nej.

111-2. Reakcje bliskie i dalekie réwnowagi termodynamicznej

W tej sytuacji wprowadzono dodatkowe kryterium regulatorowego
znaczenia enzymu. W mysl tego kryterium uwaza sie, ze jedynie enzymy
katalizujace reakcje, ktdre sg w stanie dalekim od rownowagi, moga mieé
znaczenie regulatorowe (6).

Powro¢my do ryciny 2 i przeanalizujmy dziatanie enzymu E2 Kata-
lizuje on reakcje charakteryzujgca sie statg rownowagi Kog= S2S:. Gdy
stosunek Sa/Sj zréwna sie z wartoscig statej rownowagi, wtedy szybkosci
reakcji w obu kierunkach sg sobie rowne (v! = v_i), a wypadkowy prze-
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ptyw jest rowny zeru. Jest wiec rzeczg oczywistg, ze w funkcjonujacej
drodze metabolicznej stezenie metabolitow reakcji (Sj i S2 ksztattujg sie
w ten sposéb, ze ich stosunek odbiega od wartosci Kegq Ten stosunek
okre$la warto$¢ ilorazu masowego (I’)

Z klasycznego wzoru na energie swobodng reakcji AG = RTIn(I7Key)
i troche mniej znanej zaleznoS$ci v.i/vi = 17K wynika, ze oddalenie od
stanu rownowagi zwieksza przeptyw przez reakcje. Za opinig, ze jedynie
enzymy katalizujgce reakcje oddalone od rownowagi wchodzg w rachube
przy okreslaniu punktow regulacji stoi nastepujace rozumowanie.

W przypadku enzymu wysoce aktywnego, ktéry nawet przy nieznacz-
nej AG zapewnia wystarczajagcy przeptyw przez reakcje, metabolity reak-
cji sa w ukladzie stezern zblizonym do Keq Dopiero drastyczna zmiana
aktywnos$ci takiego enzymu moze doprowadzi¢ do zmiany uktadu ste-
zen. Natomiast w przypadku enzymu pracujgcego z dala od réwnowagi
mozemy powiedzie¢, ze enzym ten z ,trudem?”, positkujgc sie znaczng
energig swobodng reakcji, zapewnia przeptyw przez odpowiadajacy mu
etap szlaku.,Tu nawet nieznaczna zmiana aktywnosci enzymu bedzie
miata odzwierciedlenie w zmianie stezeh metabolitéw reakcji. Stad na-
wet delikatne oddziatywanie modyfikujgce taki enzym wptynie na dzia-
tanie pozostatej czesci szlaku.

Jest to wiec poglad, ze punktu regulacji nalezy oczekiwaé w miejscu
wzglednie mato aktywnych enzymoéw. Mysl ta jest analogiczna do tej,
ktérg w roku 1862 wyrazit J. Liebig przy analizie czynnikbw wy-
znaczajacych wielko$¢ plonéw w rolnictwie (7). J. Liebig wprowadzit
wtedy tzw. prawo minimum gtoszace, ze wielkosé plonu zalezy w istotny
sposéb od czynnika bedacego w minimum; gdy czynnik ten ulegnie po-
prawie, plon proporcjonalnie wzrasta, lecz tylko do pewnej osiggalnej
w danych warunkach wielkosci.

W roku 1905 F. F. Blachman nadat temu prawu nastepujaca for-
me (8): Jesli na jaki$ proces biologiczny wplywa szereg czynnikow, to
jego natezenie ograniczone jest przez czynnik wystepujacy w minimal-
nej ilosci (limiting jactor) w stosunku do wymagan stawianych przez
organizm.

Podziat na reakcje bliskie i oddalone od rownowagi (tak w skrocie
nazywa sie reakcje, ktére w warunkach dziatajgcego szlaku metabolicz-
nego wykazujg stan stezen metabolitow reakcji mniej wiecej zgodny ze
statg rownowagi lub tez znacznie od tej statej odbiegajacy) jest podziatem
umownym. Zwykle za reakcje bliskie rownowagi uwaza sie te reakcje,
ktérych stosunek 17Kep jest wiekszy od 0.2 (6). Czy jednak rzeczywiscie
reakcje charakteryzujace sie r/Ke&]> 0.2 nie moga mie¢ znaczenia regu-
lacyjnego? Szereg danych wskazuje na to, ze tak nie jest, ze reakcje
charakteryzujace sie stosunkiem r/Kejw granicach 0.3—0.5 moga takze
mie¢ znaczenie regulacyjne (9). Co wiecej, ustalenie rzeczywistych ak-
.tvwnosci metabolitéw, skorygowanych ze wzgledu na wystepowanie frak-
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cji zwigzanej, ewentualnie zlokalizowanej w innym kompartmencie itp.,
sprawia ciggle duze kiopoty metodyczne. Ostatnio pojawiajg sie tez prace
postulujace zjawiska mikrokompartmentacji (10—12) czy tez bezposrednio
przekazywanie metabolitow z jednej czasteczki enzymu na druga (meta-
bolite chanelling, metabolite tuneling). W sytuacji wystepowania tych zja-
wisk samo znaczenie wyrazenia r/K@& moze by¢ poddane w watpliwos¢.
Dlatego tez coraz to wieksza ilo$¢ badaczy odchodzi od postugiwania sie je-
dynie kryterium bliskoSci czy oddalenia od rownowagi przy oszacowaniu
ewentualnych punktow regulacyjnych. Wprowadza sie nowe kryterium —
site kontrolowania.

111-3. Sita kontrolowania enzymu

o] tym, jak zmiana aktywnos$ci wybranego enzymu wplywa na szyb-
kos¢ przeptywu przez caty szlak metaboliczny, mozemy dowiedzie¢ sie
okreslajac wspotczynnik sity kontrolowania lub w skrécie site kontro-
lowania (Ci):

M= B] E rownanfe 1

gdzie J to przeptyw przez droge metaboliczng, Ei wyraza za$ stezenie
enzymu. W przedstawionym wzorze zmiane aktywnos$ci enzymu wyra-
zono przez zmiane w ilosci enzymu. Tak wiec sita kontrolowania to
wspotczynnik, ktéry okresla, jakg wzgledng zmiane w przeptywie przez

szlak |-|-] spowoduje zmiana iloci okreslonego enzymu (wywazona przez

uwzglednienie absolutnej wielkosci, Site kontrolowania do roz-
wazan nad regulacja metabolizmu wprowadzili Higgins (13—14),
Kacser i Burns (15—16) oraz Heinrich ze wspotpracowni-
kami (17—19).

Z wszystkich dostepnych nam danych o kinetyce reakcji enzyma-
tycznej wiemy, ze szybko$é jej opisaé mozna nastepujagcym wyraze-
niem:

v=E tf(SIsS2 S3... 11512... Col?Co2 ... kI5k2 ... keg rbwnanie 2
Wynika z niego, ze szybkos$¢ reakcji jest funkcjg stezenia substratéw (S),
inhibitoréw (1), koenzymow (Co) oraz zalezy od wielkosci statych szyb-
kosci (k) i statej rownowagi (Keg); jednakze bez wzgledu na stopiert skom-
plikowania reakcji szybko$¢ ta jest wprost proporcjonalna do stezenia
enzymu (E) i liczby obrotéw (t). Konsekwencjg tego witasnie faktu jest
prawidtowos$¢ (16), ze w pracujacym w warunkach réwnowagi dynamicz-
nej szlaku metabolicznym suma sit kontrolowania wszystkich enzyméw
jest rowna jednosci:
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I\ Cgi =1 réwnanie 3

Te to prawidtowo$¢ nazywamy zasadg sumowania do jednosSci sit kon-
trolowania enzymow szlaku metabolicznego pracujacego w warunkach
réwnowagi dynamicznej.

W rozpatrywanym szlaku metabolicznym dla kazdego etapu warto$¢ szybkosci
przeptywu jest taka sama (liniowa struktura szlaku) i stad mozemy powiedzied,
ze warto$¢ szybkosci przeptywu zalezy od ilosci wszystkich poszczeg6lnych enzy-
mow:

Ji= f(ELE2.. En réwnanie 4

Korzystajac, ze dla tego przypadku mozna zrézniczkowaé czastkowo wyrazenie Jj
wzgledem niezaleznych zmiennych (Ei, E2.. En) otrzymujemy wyrazenie:

L _ S SJj SJj 3 i
AJj = ?AE1+— AE2+ . AEN réwnanie 5
cij2 n
Przeksztatcajgc to wyrazenie otrzymujemy:
AJj /sS)j Ej\ A& /83 E2a\ AE2 / 8§j E,\ AEn
J IsEi Jjlrner +fe 17 /N1 +- +fei7 [N réwm" te6

Zauwazmy, ze wyrazenia w nawiasie sg tozsame z definicjg sity kontrolowania
(réwnanie 1) i stad mozemy zapisac:

AJj AEX AE2 AE,, X .
——hC2—-—h.. +Cn—2=2 réwnanie 7
Jj Ei E2 En

Poniewaz szybko$¢ przeptywu przez kazdy etap jest proporcjonalna do stezenia
enzymu (réwnanie 2), to jednoczesne podniesienie stezenia wszystkich enzymow
0 taki sam niewielki czynnik nie wptynie na stezenia metabolitéw posrednich:

.. AEI : . ,
jesli = = a to Si= constant réwnanie 8
1

W tej sytuacji szybko$¢ przeptywu przez wszystkie etapy tego szlaku zmieni sie
jednakowo o ten sam czynnik:

------ = a réwnanie 9

Przy a bliskim 0 ze wzorow 7, 8 i 9 otrzymujemy nastepujace réwnanie:

a= Cia+C2a+ .. +C,,a réwnanie 10

Ta zalezno$¢ moze by¢ spetniona tylko wtedy, gdy suma wszystkich sit kontrolo-
wania bedzie réwna jednosci. W ten sposéb udowodniliSmy zasade sumowania do
jednosci sit kontrolowania (réwnanie 3).

Tak wiec kazdemu enzymowi szlaku mozna przypisa¢ odpowiadajaca
mu site kontrolowania. Znajomos$¢ sit kontrolowania niesie nie tylko ja-
kosciowaq, ale i ilosciowg informacje o predyspozycji enzymu do odgry-
wania roli regulatorowej w szlaku metabolicznym. Zdecydowana wiek-
szo$¢ enzymow w szlaku charakteryzuje sie niskimi sitami kontrolowa-
nia (Ci< 0.05). Ich rola regulacyjna jest mato prawdopodobna. W tej
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.sytuacji bowiem dopiero duza zmiana w stezeniach efektora moze wpty-
nag¢ na przeptyw na poziomie catego Szlaku. Enzymy o niskiej sile kon-
trolowania sg z reguty enzymami pracujgcymi w warunkach bliskich
rownowagi. W kazdym szlaku funkcjonuje réwniez jeden lub co najwy-
zej kilka enzymow o wysokiej sile kontrolowania. To o nich méwimy,
ze kontrolujg przeptyw. Enzymy o wysokiej sile kontrolowania sg z zasa”
dy enzymami pracujagcymi w warunkach odlegtych od stanu réwnowagi.
Nawet subtelne zmiany w stezeniu efektora takiego enzymu spowodujg
dostrzegalne zmiany przeptywu na poziomie catego szlaku. Tak wiec za
tym, ze na ten wiasnie punkt skieruje sie dziatanie regulacyjne, stoi prze-
Swiadczenie o0 ogélnej efektywnosci proceséw zyciowych, o tym, ze w pro-
cesie ewolucji wszelkie procesy biologiczne zostalty zoptymalizowane.
Pojecie sity kontrolowania znacznie precyzyjniej ujmuje problem ,czyn-
nika ograniczajgcego” w regulacji, niz to czynig ujecia operujgce kate-
goriami bliskoSci i oddalenia od rownowagi.

Waznym osiggnieciem ostatnich lat jest opracowanie metody pomiaru
sit kontrolowania enzymu przy zastosowaniu inhibitoréw (20). Do momentu
opracowania tej metody jedynym sposobem pomiaru sit kontrolowania
byto stosowanie zmudnych metod genetycznych i otrzymywanie na tej
drodze materiatow biologicznych o réznych poziomach enzymu. Z po-
miaréw szybkosci dziatania szlaku na tym witasnie materiale wyciggano
whnioski o wielkoSci sity kontrolowania enzymu (9, 20). Pod koniec lat
siedemdziesigtych zwrdcono uwage, ze do identyfikacji miejsc regulato-
rowych mogg by¢ uzyte inhibitory (21—24). Juz wczes$niej stosowano
inhibitory do wykrywania reakcji kontrolujgcych przeptyw w szlaku.
Ogolnie przyjete podejScie mozna scharakteryzowaé w nastepujacy spo-
s6b. Jezeli przy miareczkowaniu enzymu inhibitorem znajdowano zmiane
w przeptywie przez szlak nawet przy najmniejszych stezeniach inhibi-
tora (hiperboliczna krzywa miareczkowania) wtedy uwazano, ze enzym
kontroluje przeptyw przez szlak. Gdy w takim doswiadczeniu przeptyw
przez szlak zmieniat sie dopiero przy wyzszych stezeniach inhibitora
(sigmoidalna krzywa miareczkowania), wtedy sadzono, ze enzym, na ktory
ten inhibitor dziata, nie kontroluje przeptywu przez szlak. Okazato sie,
ze na podstawie tych krzywych miareczkowania mozna obliczy¢ site kon-
trolowania enzymu. W przypadku inhibitora niekompetytywnego oblicza
sie ja uzywajac nastepujacego wzoru:

A x.l) ) )
Cio = = (SI.,:G rownanie 11
gdzie Ki oznacza statg inhibitorowg, J oznacza przeptyw przez nieza-
hamowany szlak, a wyrazenie (8J/81)I=0 to nachylenie krzywej miareczko-
wania szybkos$ci przeptywu inhibitorem (1), dla punktu | =0. W przy-
padku inhibitora kompetytywnego wzdér ten jest znacznie bardziej zto-
zony:
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Ki(SYK S+ S+ /K SH1+ 1)
J /1=0
We wzorze tym wystepujg obok elementéw juz omoéwionych przy wpro-
wadzeniu poprzedniego wzoru jeszcze i stezenia metabolitéw reakcji
(Si, Si+l) i state Michaelisa (KSI, KSH).

rownanie 12

IV. Zmiana w stezeniu metabolitu jako bezposredni czynnik regulujacy
przeptyw przez szlak metaboliczny

IV-1. Sita kontrolowania metabolitu

Szybkosé przeptywu przez szlak metaboliczny moze by¢é modulowana
nie tylko przez zmiany na poziomie enzymow szlaku, ale takze bezpo-
$rednio przez zmiane w puli jednego z metabolitéw. Zmiana taka moze
by¢ wywotana przez aktywacje czy tez zahamowanie przemian kom@r-
kowych charakteryzujgcych sie wspélnymi ze szlakiem, ktéry rozpatru-
jemy, metabolitami posrednimi (Ryc. 2).

Mozemy wiec, analogicznie do podejScia przedstawionego w réwna-
niu 1, poda¢ miare wpltywu zmiany stezenia metabolitu (S) na szybko$¢
przeptywu przez szlak metaboliczny (J):

Cs, = &8 rownanie 13
3S J
Przy granicznych wartosciach bS -> 0 mozemy to wyrazenie zapisa¢c w na-
stepujacej formie

dj) (ds)_ din]J
$/I\S | adn:s
Wspotczynnik CS jest rdznie nazywany w literaturze anglosaskiej: res-
ponse coefficient (15), sensitisation index (25) czy wreszcie sensitivity (26).
Mozna by zaproponowaé dla niego polskg nazwe — sita kontrolowania
metabolitu.

W zrozumieniu znaczenia tego wspdiczynnika moze dopoméc prze-
ksztatcenie (zcatkowanie) réwnanie 12 do nastepujacej formy:

cu-|

\

rownanie 14

J =k Sc*» rownanie 15

Z tego rownania jasno wynika, ze przeptyw przez szlak metaboliczny jest
bardzo czuly na zmiane w puli metabolitu o wysokiej sile kontrolo-
wania.

1V-2. ,,Elastycznosc¢”
Metabolity posrednie spajaja enzymy szlaku w jedng strukture,

w szlak metaboliczny. To one przenoszg informacje o zmianie dziatania
jednego z enzymoéw (inhibicja lub stymulacja enzymu) poprzez wywoty-
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wanie zmian w zachowaniu innych enzyméw. Te zdolno$¢ przenoszenia
informacji mozna analizowa¢ przy pomocy parametru nazwanego wspot-
czynnikiem elastycznos$ci (elasticity).

Z catego szlaku przedstawionego na rycinie 2 przeanalizujmy etap
katalizowany przez enzym E3 O tym, jak na szybkosS¢ tej reakcji wpty-
nie zmiana w stezeniu metabolitu S2 moéwi wspotczynnik elastycznosci,
czy tez jak to przyjmiemy dalej elastyczno$¢. Zauwazmy, ze w tym przy-
padku moéwimy o zmianie przeptywu jedynie przez jeden etap szlaku,
przez jedng reakcje enzymatyczng, a nie jak to czyniliSmy przy wpro-
wadzeniu pojecia sity kontrolowania metabolitu — o zmianie przeptywu
przez caly szlak.

Elastyczno$¢ okreslona jest wzorem:

gdzie \j oznacza przeptyw przez reakcje, a Sj to stezenie metabolitu. Tak
wiec elastycznosé to wspotczynnik, ktory okresla, jakg wzgledna zmiane

w przeptywie przez wyodrebniong reakcje wywota zmiana (wywazo-
na przez uwzglednienie wielkosci absolutnej puli tego metabolitu) steze-

nia okreslanego metabolitu tej reakcji

Dla kazdego enzymu okre$lié mozna wiele typow elastycznosci. Moz-
na wiec méwié o elastycznosci reakcji wzgledem metabolitow reakcji, ale
takze o elastycznosci wzgledem inhibitora lub koenzymu. Elastyczno$¢ jest
lokalng, a nie systemowg, wiasciwoscig. Dlatego tez w praktyce dla jej
okreslenia czesto bada sie enzym wyizolowany i, starajac sie o utrzyma-
nie wszelkich innych parametré6w na poziomach odpowiadajgcych steze-
niom komorkowym, zmienia sie stezenie tylko tego parametru, wzgle-
dem ktérego okresSlamy elastyczno$¢ badanej reakcji. Czytelnik zoriento-
wany, jak wielka jeszcze jest niejasno$¢ zwigzana z wiedzg o rzeczy-
wistych, komdérkowych aktywnosciach metabolitow, inhibitorow i koenzy-
moéw, sam od razu znajdzie wiele zastrzezen wobec takiego podejscia.

Wr6émy do szlaku przedstawionego na rycinie 2. Poziomy enzymoéw
E2i E3moga by¢ tak zmienione, ze zmiany te z punktu widzenia przepty-
wu przez szlak zniosg sie. Innymi stowy jeden z enzyméw zostat zakty-
wowany, a drugi zahamowany tak, ze ogolny przeptyw nie ulega zmianie.
W takim uktadzie stezenie S2 zmieni sie, gdyz jezeli przeptyw nie zmie-
nia sie, to zmniejszenie poziomu enzymu musi by¢ zrekompensowane
zmiang stezenia S2

Mozemy to zapisa¢ w nastepujacy sposéb:
(dviv)E+ (dviv)s = 0 réwnanie 17

gdzie (dv/v)E oznacza ewentualny efekt zmiany poziomu enzymu na przeptyw.
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a (dv/v)s oznacza ewentualny efekt zmiany w poziomie metabolitu. Korzystajac
z rownowaznos$ci dv/v = dE oraz z réwnania 16 mozemy powyzsze réwnanie zapisa¢
nastepujaco:

dE2/E2+ €s*(dS2/s2) = 0 rownanie 18
dE3/E3+€s*(dS2/s2) = 0 réwnanie 19

Na poziomie szlaku przeptyw jest niezmieniony, co zapisaé mozemy w nastepu-
jacy sposoéb:

dJ/J = 0 = C2(dE:/E:) + Cs (dE3/Es) réwnanie 20
taczac réwnanie 18, 19 i 20 otrzymujemy zalezno$¢:
C2€s*+ C3€s*= 0 réwnanie 21

co mozemy tez zapisa¢ w nastepujgcej formie:
C2/C3 = —ell/ell réwnanie 22

Ogoblnie mozemy powiedzie¢, ze suma iloczynéw e*C wszystkich reakcji,
w ktorych bierze udziat okreSlony metabolit, jest rdwna zeru. Te ceche
szlaku metabolicznego pracujgcego w warunkach réwnowagi dynamicznej
nazywa sie wilasciwoscig spojnosci (connectivity property). Zapisujemy
wiasciwos$¢ spdjnosci wzorem ogo6lnym:

S c&=0 rownanie 23
n

Jest to uogblniona posta¢ rownania 22.

Ta wilasciwos¢ szlaku w rownowadze dynamicznej pozwala nam na
potaczenie ogdlnych wiasciwosci szlaku (charakteryzowanych przez sity
kontrolowania enzymoéw, Ci) z wiasciwosciami lokalnymi (charakteryzo-
wanymi przez elastycznos$¢, e). W ten sposéb mozemy w sposéb znacznie
bardziej I/<ompleksowy analizowac prace szlaku metabolicznego.

V. Mechanizmy zmian przeptywu przez szlak w rownowadze dynamicznej

W wypadku drogi metabolicznej przedstawionej na rycinie 2 przyj-
mijmy, ze Ex charakteryzuje sie wysokg sitg kontrolowania, a enzymy
E2 i nastepne cechujg sie znikomymi sitami kontrolowania. Jest to naj-
prostszy hipotetyczny uktad szlaku metabolicznego.

Ze wzoru przedstawionego réwnaniem 22 wynika, ze substrat posredni
Sj bedzie miat wysoka elastyczno$¢ w stosunku do reakcji katalizowanej
przez E2 i wzglednie niskg elastyczno$¢, obdarzong znakiem ujemnym
(co okre$la hamowanie reakcji przez produkt), w stosunku do reakcji
katalizowanej przez E”

To stwierdzenie jest zgodne z opisang poprzednio obserwacjg, ze prze-
ptyw przez reakcje znajdujgce sie w stanie bliskim réwnowagi jest znacz-
nie bardziej czuty na zmiane stezenia substratu, niz w przypadku reakcji
dziatajgcej w warunkach oddalenia od réwnowagi (27). Mozna to zilustro-
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wac nastepujacym przyktadem. Zatézmy, ze reakcja dziata: a) w ukia-
dzie oddalonym od réwnowagi, b) w uktadzie bliskim réwnowagi. W ukta-
dzie a) przeptyw vxustalmy na 11 jednostek, a w kierunku przeciwnym
(v.i) na 1 jednostke. W tym uktadzie przeptyw wypadkowy bedzie sie
rownat 10 jednostkom. Podwyzszenie o 10°0 przeptywu Vi, podniesie
przeptyw wypadkowy do 11 jednostek, a wiec tez o okoto 10°/0. W ukia-
dzie b) przeptyw M ustalmy na 110 jednostek, a w kierunku V-xna 100 jed-
nostek. I w tym uktadzie przeptyw wypadkowy bedzie wynosit 10 jed-
nostek. Gdy podniesiemy przeptyw Vi o 10°/o wzro$nie on do wartosci
121 jednostek. W tym przypadku, przy nienaruszonym v.i, przeptyw
wypadkowy wzro$nie do 21 jednostek, a wiec o 210%. Tak wiec, reakcje
odznaczajgce sie niska sitg kontrolowania bedg z reguty charakteryzowac
sie wysoka elastycznoscig substratowg.

Jezeli podziatamy aktywatorem na reakcje katalizowang przez Et
(wysoka sita kontrolowania), zwiekszy sie przeptyw przez nig i zmieni
sie stezenie Ta zmiana zostanie nastepnie przeniesiona przez tancuch
reakcji bliskich rownowagi jako zwiekszony przeptyw. Stezenia metabo-
litdw tych reakcji zmienig sie jedynie nieznacznie. Tak mozna sobie wy-
obrazi¢ najprostszy mechanizm stymulacji drogi metabolicznej przed-
stawionej na rycinie 2.

Jest to obraz bardzo uproszczony. Jezeli bowiem stezenie Sj wzrosnie
nieznacznie, to wzrod$nie réwniez stezenie S2 Jest to konsekwencja za-
tozenia, ze reakcja katalizowana przez E2 jest bliska réwnowagi. Zwiek-
szenie stezenia S2 wptynie na zwiekszenie szybkosci reakcji powrotnej
i tym samym znacznie zmniejszy sie efekt zwiekszenia przeptywu wy-
padkowego przez reakcje katalizowang przez enzym E2 Zeby wiec istot-
nie szereg enzymow dziatajgcych w warunkach bliskich réwnowagi
przeniost efekt stymulacji Ex w forme zwiekszonego przeptywu przez
szlak, ich elastycznosci wzgledem substratow muszag rosna¢ w miare prze-
suwania sie wzdtuz szlaku (27).

Zaakceptowano do druku 6.09.1982
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I. Wstep

Oddychanie mitochondrialne czyli pobieranie tlenu przez mitochondria
jest zwigzane z funkcjonowaniem tancucha oddechowego, a $cislej rzecz
biorgc, z aktywnoscig enzymu dziatajacego na koncu sekwencji oksydo-
redukcyjnych skiadnikéw tancucha oddechowego, tj. oksydazy cytochro-
mowej. W reakcji katalizowanej przez ten enzym elektrony, wywodzace
sie pierwotnie z substratdw oddechowych, i protony oddziatywajg z tle-
nem. W wyniku tej reakcji zuzywa sie tlen, a powstaje woda.

W rozumieniu regulacji oddychania mitochondrialnego nastepuje prze-
wrot. W artykule tym gtowny akcent potozono witasnie na nowe, wyta-
niajagce sie koncepcje mechanizmu regulacji oddychania mitochondrial-
nego.

Szereg poje¢ z dziedziny regulacji metabolizmu, podstawowych dla
petnego rozumienia tego tekstu zostato szczegétowo oméwionych w spe-
cjalnie im poswieconym artykule przegladowym (1).

I1. Uktad oksydacyjnej fosforylacji

Dziatanie oksydazy cytochromowej (2—D5), jak i catego tafncucha odde-
chowego zwigzane jest z serig przemian, ktore okre$lamy nazwg oksy-
dacyjnej fosforylacji. W wyniku tych przemian energia wyzwolona przy

*) Dr, Zaklad Biochemii Komdrki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nen-
ckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.

2 Postepy Biochemii 1/83
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utlenianiu substratow oddechowych zasila reakcje powstawania czg-
steczki ATP, z ADP i fosforanu. W naszych rozwazaniach przyjmiemy
chemiosmotyczne podejscie do problemdw oksydacyjnej fosforylacji
(6-9).

Wedtug tego, zaproponowanego oryginalnie przez Petera Mitchella
w roku 1961, a dzi§ prawie ze powszechnie przyjetego podejscia, dzia-
tanie tancucha oddechowego prowadzi do powstania gradientu protonéw
(ApH) po obu stronach wewnetrznej blony mitochondrialnej. Gradient
ten i jego pochodna, potencjat elektryczny na btonie (A'Y), sktadajg sie
na ogdlny potencjat btonowy, zwany sitg protonomotoryczng (A p), ktorg
wyrazong w miliwoltach opisuje nastepujacy wzor: Ap = All;+ 59 ApH.

poziom transport jonow wewnatrzmito.
substratow protonéw zuzywanie ATP
A
tafncuch
oddechowy syntetaza ATP
(aGax) » (Ap) (AGpw)
A

translokaza
nukleotydéw
adeninowych

(AGpz2)

zewnatrzmito.
zuzywanie ATP

Schemat 1. Uktad oksydacyjnej fosforylacji. W nawiasach umieszczono potencjaty:
AGOX— oksydoredukcyjny, Ap —sita protonomotoryczng, AGPw— fosforylacyjny we-
wnatrzmitochondrialny, AGPz— fosforylacyjny zewnatrzmitochondrialny. Pojedyn-
czymi strzatkami zaznaczono enzymy uktadu oksydacyjnej fosforylacji, strzatkami
podwojnymi reakcje bezposrednio wplywajgce na poszczeg6élne potencjaty.

Ap jest sitg napedowg syntetazy ATP. Aktywnos$¢ tego enzymu, umiesz-
czonego na matriksowej stronie wewnetrznej biony mitochondrialnej,
prowadzi do powstania ATP z ADP i fosforanu, a w konsekwencji do
powstania znacznego potencjatu fosforylacyjnego w mitochondrialnej ma-
triks (A Gpw). Potencjat fosforylacyjny — jest funkcja ilorazu masowego
reakcji syntetazy ATP, a wiec wyrazenia ATP/ADP”Pi*5 Dziatanie trans-
lokazy nukleotydéw adeninowych, systemu przenoszacego nukleotydy
adeninowe przez btone mitochondrialng (10—11), prowadzi do powstania
na bazie AGPw zewngtrzmitochondrialnego potencjatu fosforylacyjnego

*) (patrz stowniczek wazniejszych wyrazen i skrétow).
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(AGP2). Na skutek elektrogennego charakteru wymiany katalizowanej
przez translokaze (najprawdopodobniej jest to wymiana jednej czasteczki
ATP4- na jedng czasteczke ADP3-), jak i faktu, ze potencjat elektryczny
btony jest obdarzony znakiem dodatnim po stronie zewnetrznej btony,
A GPz jest w uktadzie fosforylujgcych mitochondriow wyzszy od A GPw
(12—14). Wszystkie omoOwione powyzej przemiany przedstawione zostaty
w schemacie 1.

Mechanizm oksydacyjnej fosforylacji jest od lat polem niezwykle
intensywnych badan. O ich nasileniu niech Swiadczy fakt, ze wséréd prze-
ciwnikéw podejscia chemiosmotycznego znajdujg sie i tacy, ktérzy go
jeszcze nie przyjeli, pozostajac przy swoich pogladach ogtoszonych jeszcze
w ,czasach przedchemiosmotycznych” (15—21), jak i tacy, ktorzy juz po
przyjeciu podejscia chemiosmotycznego zaczynaja je podwazaé¢ i odrzu-
ca¢ (22—27). W ramach tego artykutu nie bedziemy jednak dyskutowac
tych zagadnien. Zdaniem naszym, przyjecie podejScia chemiosmotycznego
jest ciagle jeszcze jak najbardziej uzasadnione i owocne.

I11. Potencjaly skiadowe uktadu oksydacyjnej fosforylacji i procesy
bezposrednio je naruszajace

W schemacie 1 oprécz przedstawienia podstawowych sktadnikéw ukta-
du oksydacyjnej fosforylacji, ktorg mozna nazwa¢ ukitadem czterech
potencjatow: oksydoredukcyjnego (A GoX), btonowego (Ap), wewnatrz-
mitochondrialnego fosforylacyjnego (A GPw) i zewngtrzmitochondrialnego
fosforylacyjnego (A GP2), wymieniono tez reakcje bezposrednio wyczer-
pujace lub budujgce poszczeg6lne potencjaly.

Pierwotnym Zrodiem energii, zasilajacym caly ukiad oksydacyjnej
fosforylacji, jest proces utleniania substratéw oddechowych. Poziom sub-
stratow oddechowych, ich stezenie jak i stopied redukcji, bedzie wiec
czynnikiem bezposrednio wyznaczajacym wielko§¢ A Gox Na wielkosé
AGx wpltywaé tez bedzie stopied aktywnosci tancucha oddechowego,
ktéry A Gox zuzywa. Aktywnos$¢ tancucha oddechowego prowadzi do usta-
nowienia Ap. Dziatanie rozprzegaczy, np. dwunitrofenolu czy CCCP
zwiekszajagcych przepuszczalno$é biony dla protonéw (9, 31, 32), bezpo-
Srednio wptywa na wielko$¢ Ap. Procesy transportu Ca2+ (33) lub K+
w obecnosci walinomycyny, w ktérych niezbalansowany tadunek prze-
noszony jest przez btone mitochondrialng, rowniez bezposrednio wpty-
wajg na Ap. AGPw zuzywany jest bezposrednio przez reakcje zuzywajgce
ATP w mitochondrialnej matriks. Do takich proceséw nalezy np. synteza
cytruliny z ornityny, przebiegajagcy w mitochondrialnej matriks etap
cyklu mocznikowego, w ktérym na kazdg nowo powstata czasteczke cy-
truliny zuzywane sg dwie czasteczki ATP. Wreszcie dziatanie takich
enzymoéw jak ATPaza (29) czy heksokinaza w obecnosci glukozy (30), do-
danych do zawiesiny mitochondriéw prowadzi do zmniejszenia AGPz

%
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To samo mozna osiggna¢ przez dodanie do zawiesiny mitochondridow
ADP (28).

Przy stymulacji wszystkich wymienionych reakcji zaobserwowano
zmiany w szybko$ci oddychania. Og6lna prawidtowos$¢, ktdrg mozemy
sformutowaé na tym etapie naszych rozwazan, jest nastepujgca: podwyz-
szenie AGax i zuzywanie ktéregokolwiek z pozostatych potencjatéow skita-
dowych uktadu oksydacyjnej fosforylacji prowadzi do zwiekszenia sub-
maksymalnych szybkosci oddychania.

Mozna zaobserwowaé S$cisle okre$long zalezno$¢ iloSciowg w szybkos-
ciach procesu oddychania i procesu, ktoéry bezposrednio zmienia wartosci
potencjatu sktadowego. W przypadku potencjatéw fosforylacyjnych i od-
dychania ilosciowe powigzanie tych proceséw okresla stosunek P/O. Po
raz pierwszy oznaczyt warto$¢ P/O oksydacyjnej fosforylacji Ochoa
(35). Byto to na poczatku lat czterdziestych. Zadziwiajace jest wiec, ze to
zdawato by sie proste z technicznego punktu widzenia oznaczenie do dzi$
jest przedmiotem kontrowersji (36). Przyczyng tego stanu rzeczy jest
miedzy innymi fakt, ze nasze rozumienie procesu oksydacyjnej fosfory-
lacji niepomiernie wzrosto i stad wzrosta réwniez ilos¢ parametrow,
ktére nalezy kontrolowac¢ lub korygowaé. Ostatnio wprowadzono metode
korygujaca wptyw biernego, powrotnego transportu protonéw na war-
tos¢ P/O (37).

Precyzyjne oznaczenie wartosci P/O moze sta¢ sie podstawg do ozna-
czenia stechiometrii proceséw skifadowych oksydacyjnej fosforylacji.
Przez stechiometrie rozumiane sag w tym przypadku ilosciowe zaleznosci
przebiegu procesu i ruchu H+ przez blone mitochondrialng, a wiec dla
przyktadu: ilos¢ H+ zuzywanych przy syntezie ATP i przy transporcie
ATP przez btone, czy wreszcie najbardziej dzi§ kontrowersyjna stechio-
metria iloSci przenoszonych H+ przy utlenianiu poszczeg6lnych substratow
przez tancuch oddechowy. P/O mozna traktowaé¢ jako stosunek ilosci H+
potrzebnych do syntezy transportu ATP do ilosSci H+ wyrzucanych przez
tancuch oddechowy przy utlenianiu substratu. Na podstawie oznaczenia
P/O dla réznych substratéw oddechowych mozna wiec wnioskowa¢ o sto-
sunkach ilosciowych w stechiometrii dziatania #tancucha oddechowego
z tymi substratami (38). Oznaczenie P/O moze rowniez dostarczy¢ wia-
domosci o koszcie energetycznym transportu ATP. Na podstawie poréw-
nania stosunkow P/O ukladdéw, w ktérych: a) ATP metabolizowany byt
wewnatrz mitochondriéw, b) ATP metabolizowany byt na zewnatrz mito-
chondriéw, stwierdzono, ze koszt transportu ATP przez wewnetrzng bto-
ne mitochondrialng jest rowny potowie iloSci energii potrzebnej do synte-
zy ATP w mitochondrialnej matriks (39).

Bez wzgledu jednak na trudnosci w precyzyjnym oznaczeniu stechio-
metrii proceséw oksydacyjnej fosforylacji ciagle jeszcze gtéwna zasada,
ze zuzywanie ktoregokolwiek z nastepujacych potencjatéw: Ap, AGPw,
A GPz prowadzi do stymulacji oddychania, wydaje sie aktualna.
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W literaturze pojawiaja sie co prawda doniesienia podwazajgce te
zasade. W roku 1975 E. J. Davis i L Lumeng opublikowali pra-
ce (29) stwierdzajgca, ze AGPw nie zmienia sie przy zmianie szybkosci
mitochondrialnego oddychania przez zuzywanie A GPz Byto to sprzeczne
z oczekiwaniem. W mys$l bowiem teorii chemiosmotycznej (schemat 1)
nalezato oczekiwaé zmian w A GPw, jako elementu nastepujacej sekwencji
wydarzen. Obnizenie A GPz pociggnie za sobg obnizenie A GPw. Dopiero to,
aktywujgc zuzywajacg ,chemiosmotyczne” protony syntetaze ATP, po-
ciggnie za sobag stymulacje wyrzucajagcego protony procesu oddycha-
nia.

Mozna przyja¢, ze omawiana praca Davisa (29) byta jednym
z czynnikoéw promocyjnych pézZniejszych prac, postulujagcych bezposred-
nie oddziatywanie translokazy nukleotydéw adeninowych i syntetazy ATP,
a tym samym potencjatdw Ap i AGPz (40). Dalsze badania nie potwier-
dzity tego typu koncepcji. Gdy uzyto nowej, precyzyjniejszej metody
oznaczania wewngtrzmitochondrialnych nukleotydéw adeninowych na tle
egzogennych nukleotydéw (12), okazato sie, ze przy wyczerpywaniu A GPz
i réwnolegtej stymulacji oddychania obserwuje sie istotne zmiany
w AGPw (12, 41).

Rowniez ciagle niepewne wydajg sie dane o braku znaczgcych zmian
w Ap przy stymulacji oddychania na drodze zuzywania AGPz (22, 24,
25, 27). Ponownie mozemy przypomnie¢, ze w mys$l teorii chemiosmo-
tycznej (schemat 1) tancuch oddechowy ,odczuwa” jedynie zmiany albo
na poziomie swoich substratow (A Gox), albo na poziomie swojego pro-
duktu, czyli Ap. Tak wiec, w myS$l tradycyjnego modelu chemiosmotycz-
nego zuzywanie AGPz powinno prowadzi¢ do stymulacji oddychania na
nastepujacej drodze. Zuzywanie GPz prowadzi do obnizenia GPw, a to
pocigga za sobg stymulacje enzymu budujacego ten potencjat, tj. synte-
tazy ATP. Aktywnos$¢ syntetazy ATP zwigzana jest ze zuzywaniem uprzed-
nio wyrzuconych na zewnatrz mitochondriéw protonéw, lub inaczej mo-
wiac, ze zuzywaniem Ap. To wiasnie jest bezposrednig przyczyna sty-
mulacji dziatalnosci tancucha oddechowego, a wiec uktadu, ktéry buduje
Ap. Dlatego tez przy stymulacji oddychania przez zuzywanie A GPz ocze-
kiwany jest spadek wartosci Ap.

Obserwowane w doswiadczeniach zmiany w Ap sg zwykle nie-
wielkie. Przy przejSciu mitochondriow ze stanu spoczynkowego w stan
aktywny (przejscie stanu 4 w stan 3 (28)) Ap zmienia sie o okoto 10—
15 mV (42—43), na tle ogdlnej jego wartosci rzedu 200 mV. RoOznice wy-
noszg wiec, w tym skrajnym przypadku przechodzenia od minimalnej
do maksymalnej szybkosci oddychania, tylko okoto 5°/0 wielkosci mierzo-
nej. Na dodatek, pomiary Ap s3g technicznie trudne (16, 44—A47). Stad
tez nasza niepewno$¢ w stosunku do prac, w ktérych ogtaszane sg obser-
wacje, ze Ap nie zmienia sie przy stymulacji oddychania na drodze
zuzywania AGFPz (22, 24, 25, 27).
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IV. Model regulacji oddychania opracowany przez Wilsona
i wspotpracownikow

Z powyzszych danych wynika, ze potencjaty sktadowe uktadu oksy-
dacyjnej fosforylacji, a wiec AGox, Ap, AGPw i AGPz s3 we wzajemnej
zaleznosci. Ten to wiasnie element wyeksponowali w swoim modelu re-
gulacji oddychania mitochondrialnego Wilson i wspoétpracownicy (2, 5,
48—52). Poglady ich mozna stresci¢ nastepujaco. Pomiedzy wewnatrz-
mitochondrialnym A Gox, AGPz oraz stanem oksydoredukcyjnym skiad-
nikéw taricucha oddechowego od NADH do cytochromu c wiacznie, za-
chodzi stan bliski rownowagi termodynamicznej. Rozumiemy przez to,
ze reakcja sumaryczna:

NADHw+ 2 c3++ 2 ADPz+ 2PiZ\NAD++2 c2++ 2 ATPZ

pracuje w warunkach stanu bliskiego réwnowagi (w réwnaniu 1 wyznacz-
nikami ,,w” oznaczono stezenia mitochondrialne, a wyznacznikami ,,z” ste-
zenia zewnagtrzmitochondrialne). Oznacza to, ze uktad stezen substratéw
i produktow reakcji opisanej rdwnaniem 1 jest zblizony do tego, jaki opi-
suje rbwnanie 2:

R [MABA 0 A0 B o2
0 A INADE ATy - ot

Jedyna reakcja z catego uktadu oksydacyjnej fosforylacji, znajdujaca sie

z dala od réwnowagi termodynamicznej, jest, jak twierdzg Wilson
i wspltpracownicy (5, 53), praktycznie nieodwracalna reakcja katalizo-

wana przez oksydaze cytochromowa (reakcja 3).

ADPZ+ Plz+ 2c2++ 1/2 0 2+ 2H+-*2c3++ H20 + ATPZ 3

Szybkos$¢ tej reakcji, a tym samym szybko$¢ oddychania, jest zalezna od
stopnia redukcji cytochromu c. A poniewaz z rGwnania 2 mozemy wypro-
wadzi¢, ze
RN N NADHL Y ADPLPE.
NADY ATP,

L}f ch

stad twierdzenie, ze szybko$¢ oddychania zalezy od AGax (NADWNAD )
i AGPz Obnizenie AGPz lub podwyzszenie AGax prowadzi do podwyz-
szenia stopnia redukcji cytochromu c (réwnanie 4), a tym samym do
zwiekszenia szybkosci oddychania (réwnanie 3).

Przyjecie zasady, ze ukiad oksydacyjnej fosforylacji pracuje w wa-
runkach stanu bliskiego réwnowagi na swoich dwoéch pierwszych miej-
scach sprzezenia, pocigga za sobg wazkie konsekwencje. Oznacza to, ze
jednym z podstawowych czynnikéw regulujagcych oddychanie komorko-
we jest potencjat fosforylacyjny. Jest on jednym z czynnikéw, tak jak
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to przedstawiono w réwnaniu 4, wptywajacych bezposrednio na stopien
redukcji cytochromu c¢, a wiec na poziom substratu oksydazy cytochro-
mowej. W przesztosci postulowano, ze zalezno$¢ szybkosci metabolizmu
energetycznego od stanu puli nukleotydow adeninowych lepiej jest cha-
rakteryzowa¢ przy uzyciu takich wyrazen jak: stosunek ATP/ADP
(29, 54—055) lub zaproponowany przez Atkinsona ‘tadunek energe-
tyczny (56). Prace Wilsona i wsp6ipracownikow wykazaty, ze potencjat
fosforylacyjny jest do opisu tych przemian wyrazeniem najdogodniej-
szym. | rzeczywiscie, w uktadzie zawiesiny mitochondriow (50), jak i izo-
lowanych komoérek watrobowych (57) stwierdzono, ze szybko$¢ oddycha-
nia zalezata od wartosci potencjatu fosforylacyjnego, a nie od wyso-
kosci stosunku ATP/ADP. Ten wazny punkt najlepiej przedstawiajg wy-
niki nastepujagcego dosSwiadczenia (57). lzolowane komorki watrobowe
inkubowano w obecnosci glicerolu. W trakcie inkubacji obserwowano
akumulacje glicerofosforanu, i co za tym idzie, wyczerpywanie wewnagtrz-
komdrkowego ATP i spadek stosunku ATP/ADP. Mimo to szybkos$¢ od-
dychania, podobnie jak potencjat fosforylacyjny nie zmieniata sie istot-
nie. Wyniki tego doSwiadczenia przedstawia tabela 1 (57).

Tabela |
Whplyw glicerolu na stezenia metabolitdw w izolowanych komérkach watrobowych (wedtug 57)

10 mM glicerol
Kontrola . . .
2 min. 5 min. 15 min.
ATP/ADP 4.02 - 2.60 1.99 157
ATP/ADP P, 1346 1203 1380 1277
fadunek energii 0.76 0.68 0.65 0.58
oddychanie
(j¢mol/min/g) 157 164 141 1.20

Wedtug Wilsona i wspotpracownikow szybko$¢ oddychania mitochon-
drialnego zalezy wiec bezpos$rednio od poziomu substratow oksydazy cy-
tochromowej (rownanie 4) i od kinetyki katalizowanej przez nig reakcji.
Waznym dokonaniem grupy Wilsona i Erecinskiej byto stwierdzenie, ze
wyrazenie odzwierciedlajgce zaleznos¢, aktywnos$ci enzymu od stezenia
tlenu jest znaczacym czynnikiem rdwnania kinetycznego reakcji oksy-
dazy cytochromowej (58, 59). Do tej pory uwazano, ze dzieki niezwykle
wysokiemu, jak zakladano, powinowactwu oksydazy cytochromowej do
tlenu (podawano zwykle wartosci Km okoto 1 jiM), zmiana w stezeniu
tlenu w trakcie doSwiadczenia nie wptywa na oddychanie mitochondriéw.
Czynnik ten zaczynal odgrywac role dopiero w warunkach bardzo zblizo-
nych do anerobiozy. Jak wykazaty badania Wilsona i wspdtpracowni-
kéw, zatozenia te byty fatszywe. Niezwykle ztozona reakcja katalizowana
przez oksydaze cytochromowa (2), jest czuta na stezenie tlenu w znacz-
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nie szerszym zakresie. O tym, jak ztozona jest to reakcja, Swiadczy¢
moze zaproponowany ostatnio do jej opisu wzor kinetyczny (5):

v — " ~Kk_2/Kc2+)k2Q2a3T ?
a+ p02

gdzie a i 3to wyrazenia zalezne od stanu redukcji cytochromu c, k_21i k2
to state szybkoSci reakcji, a K to stata réwnowagi.

Jak widzimy, poczatkowo prosta konstrukcja Wilsona i wspot-
pracownikéw (51), opisujgca oddychanie komérkowe i mitochondrialne,
w trakcie rozwoju zaczyna by¢ coraz to bardziej ztozona (5). Model traci
na swojej klarownosci, a pewne jego elementy, jak ten opisany row-
naniem 5, sg spekulacjami trudnymi do weryfikacji doSwiadczalnej.

V. Krytyka modelu Wilsona i wspétpracownikow

Powstaly na poczatku lat siedemdziesigtych model Wilsona, Erecin-
skiej i Krebsa byt niewatpliwie duzym osiggnieciem. W dziesie¢ lat po6z-
niej zaczyna by¢ on powaznie podwazany, jako niewystarczajacy opis
regulacji oddychania.

Z poczatku, gtdéwnym zZrodtem krytyki modelu byt fakt, ze nie za-
wierat on takich elementow jak Ap i AGPw Byt to wiec opis postu-
gujacy sie tradycyjnymi, a nie chemiosmotycznymi kategoriami. Stad
tez wiele proceséw i obserwacji nie mogto byé przy jego pomocy opisa-
nych, jak dla przykiadu stymulacja oddychania zwigzana z pobieraniem
Ca2+ przez mitochondria. Ta tradycyjnosé opisu byta, jak sie wydaje,
przyczyng pierwszych préb jego modyfikacji. Do nich nalezy np. prdba
przedstawienia regulacji oddychania mitochondrialnego w kategoriach
termodynamiki proces6w nieodwracalnych (60—63).

Ujecie Wilsona, Erecinskiej i Krebsa (5 opisuje re-
gulacje szlaku postugujac sie schematem tej jednej reakcji ogranicza-
jacej pracujacej w warunkach odlegtych od réwnowagi, i pozostatych

reakcji, pracujacych w warunkach zblizonych do réwnowagi i nie ma-
jacych zadnego znaczenia regulacyjnego. Dzi§ wiemy, jak skrajng sytua-
cja jest taki wiasnie przypadek (1). Podziat reakcji na obdarzone znacze-
niem regulacyjnym i na nie wykazujace takiego znaczenia, jedynie na
podstawie kryterium bliskosci czy odchylenia reakcji od warunkéw row-
nowagi, jest dzi§ powaznie podwazany. Tradycyjne rozumowanie, na kto-
rym oparty jest poglad o braku znaczenia regulacyjnego enzymoéw dzia-
tajacych w warunkach rownowagi (64), mozna stre$ci¢ nastepujgco. Gdy
aktywujemy enzym pracujgcy w warunkach réwnowagi, w stezeniach
substratow i produktéw reakcji przezen katalizowanej nie zajdzie wiek-
sza zmiana, albowiem i tak byty one bliskie uktadowi stezen, ktéry cha-
rakteryzuje stan rownowagi. Stad tez zmiana aktywnosci tego enzymu nie
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oddziatywuje na inne etapy szlaku metabolicznego i nie moze mie¢ w ta-
kim razie znaczenia regulacyjnego. Podobne rozumowanie mozna prze-
prowadzi¢ omawiajac przypadek inhibicji takiego enzymu. Dopiero dra-
styczne zahamowanie aktywnosci enzymu mogtoby wplynaé na dziatanie
catego szlaku.

Podziat enzymodw na bliskie i oddalone od rownowagi jest czesto trudny
do przeprowadzenia, gdy rozpatrujemy przypadek okreslonego szlaku
metabolicznego. Stad tez nierzadko trudno jest wyznaczy¢ za pomoca
tego kryterium enzymy o znaczeniu regulacyjnym. W komdrce reakcje-
sg jedynie, bardziej lub mniej, odsuniete od warunkow réwnowagi. Gra-
nica oddzielajgca enzymy pracujagce w warunkach bliskich réwnowagi
od tych, pracujgcych z dala od réwnowagi jest umowna. Zwykle przyj-
muje sie, ze enzymy pracujagce w warunkach stosunku ilorazu masowego,
reakcji do statej réwnowagi reakcji (17Keq) wiekszego od 0.2, mozna uznac
za enzymy bliskie rdwnowagi (64). Ale czy rzeczywiscie takie reakcje nie
moga mie¢ znaczenia regulacyjnego?

W modelu Wilsona, Erecinskiej i Krebsa postulowano stan réwnowagi
pomiedzy AGPz i wewnatrzmitochondrialnym A G (reakcja 2). Jezeli
tak jest, to w zgodzie z og6lng prawidtowos$cig termodynamiczng, row-
nowaga istnieje tez na poziomie wszystkich reakcji posrednich. Jedng z ta-
kich reakcji, tak jak to przedstawiono na schemacie 1, jest translokacja
nukleotydow adeninowych. Na tym wiasnie punkcie skupity sie badania
kilku grup, ktore postawity sobie za cel stwierdzenie, czy w fosforylu-
jacych mitochondriach translokaza nukleotydéw adeninowych pracuje*
w warunkach bliskich réwnowagi (30, 65—67, 61, 12, 55).

Translokaze nukleotyddw adeninowych opisano juz wcze$niej (68—70).
W ramach tego artykutu przypomnijmy jedynie, ze jest to uktad kata-
lizujgcy transport nukleotydéw adeninowych przez btone mitochondrial-
ng. ADP i ATP, bowiem tylko te nukleotydy sa substratami translokazy,
transportowane sg na zasadzie wymiany. Na kazda czasteczke ATP prze-
niesiong z mitochondrialnej matriks do przestrzeni pozamitochondrialnej
przypada czasteczka ADP wnikajgca do mitochondriéw. System ten jest
uktadem transportowym; jak wiec zdefiniowa¢ w tym wypadku stan réw-
nowagi?

Substratami translokazy sg, najprawdopodobniej, w peini zjonizowa-
ne czasteczki, ATP4- i ADP3- (10—11). Oznacza to, ze korzystajac z po-
tencjatu elektrycznego na btonie (A'P) translokaza buduje réznice sto-
sunkéw ATP/ADP po obu stronach btony. Stan réwnowagi opisuje wiec-
nastepujace réwnanie (71):

A'F=RT/F In (ATP/ADP)zew./(ATP/ADP)wew. ... 6.

Na podstawie tego wzoru i w oparciu o dane przedstawiajgce stezenia
wewnatrz- i zewnatrz-mitochondrialne nukleotydéw adeninowych w wa-
trobie, prébowano obliczy¢ AW btony mitochondrialnej w tym organie-
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(72—73). Podejscie to jest jednak utrudnione faktem, ze tylko nieskom-
pleksowane z jonami wapnia i magnezu nukleotydy adeninowe sg substra-
tami translokazy i dlatego tez przedstawiony wzér (réwnanie 6) jedynie
do takich postaci nukleotydéw sie odnosi. W komorce, zarbwno w mi-
tochondriach jak i w cytoplazmie, jedynie bardzo niewielka frakcja ATP
czy ADP pozostaje nieskompleksowana. Obliczenie stezen nieskomplekso-
wanych, catkowicie zjonizowanych nukleotydéw na podstawie oznaczo-
nych w komoérce lub mitochondriach stezed catkowitych jest bardzo
trudne (11). Duze klopoty sprawia tez dokladne oznaczenie warto$ci po-
tencjatu btonowego innymi metodami (17, 45—46). Dlatego tez podejscie,
w ktoérym sprawdza sie czy translokaza jest w réwnowadze na podstawie
porbwnywania wartosci i zmierzonych réznic w stosunkach ATP/ADP
(rébwnanie 6), jest poddawane w watpliwos¢.

o] wiele pewniejsze wydaje sie podejscie polegajace na poréwnaniu
pul nukleotydéw adeninowych w mitochondriach pracujacych z réznym
obciazeniem translokazy nukleotydow adeninowych. Przykiadem moze
by¢ doswiadczenie, ktérego wyniki podano w tabeli 1l (65).

Tabela 11

Pule nukleotydéw adeninowych w preparatach mitochondrialnych oddychajgcych z tg sama szyb-
koscig i syntetyzujacych a) cytruling i b) glukozo-6-fosforan (wedtug 65)

Wewnatrzmitoch. Zewnatrzmitoch.
a) synteza cytruliny
ATP 10.2 (nmole/mg biatka) 153 (jjiv)
ADP 3.1 (nmole/mg biatka) 2.9 (jiM)
ATP/ADP 33 53
b) synteza glukozo-
-6-fosforanu
ATP 9.6 (nmole/mg biatka) 151 (M)
ADP 3.0 (nmole/mg biatka) 6.6 (ixM)
ATP/ADP 3.2 23
W tabeli przedstawiono wewnatrz- i zewngtrz-mitochondrialne sto-

sunki ATP/ADP w zawiesinie mitochondriéw, ktére inkubowano w dwéch
uktadach: a) syntezy glukozo-6-fosforanu, w ktédrym translokaza pracuje
intensywnie i b) syntezy cytruliny, w ktérym obcigzenie translokazy jest
nieznaczne. Stwierdzono, ze przy identycznej szybkosci oddychania,
wewnatrzmitochondrialne stosunki ATP/ADP sg takie same w obu tych
uktadach. Taka sama jest tez warto$¢ potencjatu elektrycznego na btonie,
A'F (nie pokazano). W wewngtrzmitochondrialnych stosunkach ATP/ADP
obserwujemy jednak istotne réznice. Wyttumaczyé je mozna jedynie
zaktadajac, ze translokaza nukleotydéw adeninowych w fosforylujgcych
mitochondriach nie jest ani w réwnowadze, ani tez blisko réwnowagi.
Dalsze prace poparty te konkluzje (74—75).
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Czy jednak wykazanie, ze translokaza nie jest w tych warunkach
w réwnowadze, jest réwnoznaczne z postulowaniem jej roli regulacyj-
nej (1)? Wiemy jak umowne jest okreslenie granicy miedzy reakcjami
bliskimi i oddalonymi od réwnowagi. Na skutek tej umownos$ci dwie gru-
py, po wykonaniu prawie ze identycznych doSwiadczen i uzyskaniu po-
dobnych wynikéw, wyciggaty przeciwne wnioski. Na podstawie miarecz-
kowania atraktylozydem hepatocytéw w warunkach aktywnej gluko-
neogenezy Akerboom i wsp. (60) postulowali regulacyjng role trans-
lokazy nukleotydéw adeninowych, podczas gdy Stubbs i wsp. (76)
wykluczali ja.

W rozpatrywaniu roli regulacyjnej enzymu bardzo pomocne okazuje
sie kryterium sity kontrolowania (Ci) (77—78, 1). Jest ono znacznie pre-
cyzyjniejsze od omawianego powyzej kryterium oddalenia reakcji od
stanu roéwnowagi. Sita kontrolowania to wspoétczynnik okreslajacy, jak
zmiana aktywnosci, wybranego enzymu (Ei) wplywa na przeptyw przez
szlak metaboliczny (J):

Wspotczynnik ten zostal niezaleznie wprowadzony przez Higginsa
(79, 80), Kacsera i Burnsa (77, 78) i Heinricha ze wspbl-
pracownikami (81—83). Wysoka sita kontrolowania S$wiadczy o duzej
mozliwosci odgrywania przez enzym roli regulacyjnej. Dodajmy jeszcze,
ze suma sit kontrolowania wszystkich enzyméw szlaku jest réwna jed-
nosci (2 Ci = 1), tak wiec za wysokie sity kontrolowania mozna uznac te
przewyzszajgce warto$¢ 0.2. Olbrzymie znaczenie dla szerszego wprowa-
dzenia analizy sit kontrolowania do badan biochemicznych miato opra-
cowanie metody, wedtug ktorej mozliwe jest ich oznaczenie z zastoso-
waniem inhibitoréw (84). To witasnie dzieki tej metodzie grupa J. M. T a -
gera z Amsterdamu zmierzyta w fosforylujgcych mitochondriach site
kontrolowania translokazy nukleotydéw adeninowych w odniesieniu do
mitochondrialnego oddychania (85). Okazato sig, ze sita ta zmienia sie
w zalezno$ci od obcigzenia tego uktadu transportujgcego. W mitochon-
driach zawieszonych w $rodowisku z heksokinazg i glukoza przy maksy-
malnej szybkos$ci oddychania (stan IlIl (28)) sita ta moze osiagna¢ wartos¢
okoto 0.3. Jest to juz znaczna sita kontrolowania. Badania te potwierdza-
ja wiec mozliwos¢ roli regulacyjnej translokazy nukleotydéw adenino-
wych (30, 65, 67).

Wahania w wartos$ci sity kontrolowania translokazy nukleotydow ade-
ninowych sg zwigzane ze zmiennoscig wielkosci sit kontrolowania innych
reakcji uktadu oksydacyjnej fosforylacji w zaleznosci od szybkos$ci oddy-
chania. Stwierdzono, ze reakcjami charakteryzujacymi sie znacznymi si-
tami kontrolowania mogg by¢: bierna przenikalno$¢ btony dla protonow
(wysoka sita kontrolowania szybkosci oddychania zblizonych do stanu
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IV (28)), reakcja heksokinazy (wysoka sita kontrolowania przy szybkos-
ciach posrednich miedzy stanem IV i Ill (28)), transport substratow.

W chwili obecnej zmierzono juz site kontrolowania translokazy nu-
kleotydow adeninowych w stosunku do oddychania hepatocytéw produ-
kujacych glukoze (86). Okazato sie, ze i w tym ukladzie translokaza po-
siada znaczaca site kontrolowania.

Przedstawione badania sg jeszcze dalekie od ukohczenia. Wielu jed-
nak z opisanych tu obserwacji nie mozna ujagé w kategoriach konstrukcji
Wilsona, Erecinskiej i Krebsa. Przytoczone tu: zachowanie sie translo-
kazy nukleotydow adeninowych jak uktadu odsunietego od réwnowagi
(85, 12, 65, 30, 67, 75), jej wysoka site kontrolowania w odniesieniu do
oddychania w mitochondriach (85) jak i w izolowanych komorkach wa-
trobowych (86), niskg site kontrolowania oksydazy cytochromowej w sto-
sunku do mitochondrialnego oddychania (85, 87) trudno wyjasni¢ z punk-
tu widzenia modelu Wilsona i wspétpracownikéw. Dlatego tez w chwili
obecnej jesteSmy w fazie budowania innego, znacznie bardziej dyna-
micznego i szerszego opisu regulacji oddychania mitochondrialnego.

VI. Stowniczek wazniejszych wyrazen i skrétow.

JpH —roznica pH w dwoch przestrzeniach rozdzielonych wewnetrzna biong mi-
tochondrialna.

AW — (btonowy potencjat elektryczny, potencjat btonowy) réznica potencjatu elek-
trycznego dwoéch przestrzeni rozdzielonych wewnetrzng btong mitochondrial-
ng; wyrazana w mV.

AP — (Ajnh+, sita protonomotoryczna, réznica potencjatéw elektrochemicznych pro-
tondw w dwéch przestrzeniach rozdzielonych wewnetrzna btong mitochon-
drialna, tj. w matriks mitochondrialnej i w przestrzeni pozamitochondrialnej
(pomiedzy przestrzenia miedzybtonowg a przestrzenig zewngtrzmitochon-
drialna nie ma bariery dla H+); p = AMH-~ ApH, wyrazana w mV.

Potencjat fosforylacyjny — swobodna energia reakcji katalizowanej przez synteze

ADP P
ATP; AG = AG°+2.3RTlo g iAOTP_ , gdzie AG° = 23 RT log i0Keg. Jest to

ujecie uproszczone, albowiem przyjmujace nastepujgcg formute reakcji ka-
talizowanej przez syntetaze ATP; ADP+ Pi—=ATP. Uwzglednienie bardziej
doktadnego zapisu tej reakcji: ATP Mg2_+ H2->ADP Mg- + Pf'+H +, spra-
wia, ze do wyrazenia na potencjat fosforylacyjny wprowadza sie ostatnio
poprawki na efekty pH i stezenia Mg2+.

AGPw — potencjat fosforylacyjny w mitochondrialnej matriks.

AGPz — potencjat fosforylacyjny w przestrzeni pozamitochondrialnej.

AGox — potencjat oksydoredukcyjny substratéw fancucha oddechowego; wyraza-
ny w mvV.

Spoczynkowy stan oddychania — (stan IV w terminologii Chance’a i William-
sa (28)) szybkos$¢ oddychania mitochondriow zawieszonych w izotonicznym
medium z dodatkiem substratu oddechowego, ale z wyczerpanym akcepto-
rem fosforanu (ADP).

Aktywny stan oddychania — (stan Il w terminologii Chance’a i William-
sa (18)) szybkos$¢ oddychania mitochondriow zawieszonych w izotonicznym
medium, w sktad ktérego wchodzg substrat oddechowy, ADP i Pj.
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Rozprzegacz — substancja zdolna do przenoszenia protonéw przez blone lipidowa.

Jej czasteczka moze przyjmowaé lub oddysocjowywaé proton. W obu for-
mach, zaréwno uprotonowanej jak i zdysocjowanej, czasteczka rozprzegacza
przenika przez btone. Dziatanie rozprzegaczy powoduje zniesienie Ap.

P/O —liczba czgsteczek ADP, ktore zostajg ufosforylowane do ATP przy przejsciu
dwoch elektrondéw z substratu oddechowego, przez tancuch oddechowy, na
tlen (zredukowanie 1/2 02 do wody).

Pi — ortofosforan.

c2+ —zredukowany cytochrom c.

c3+ — utleniony cytochrom c.

Keq— stata réwnowagi reakcji, stosunek iloczynu stezen produktéw do iloczynu
stezen substratéw reakcji w warunkach jej réwnowagi,

r —iloraz masowy reakcji, stosunek iloczynu stezen produktéw do iloczynu
stezen substratéw reakcji w warunkach branych pod uwage.

Sita kontrolowania — (CO wspoétczynnik okreslajacy, jak wahania w ilosci okreslonego

enzymu (Ei) wptywajg na przeptyw przez caly szlak metaboliczny.
R — stata gazowa = 0.0083 kJ mol-1K~1
T —temperatura wyrazona w skali Kelvina K.
F —stata Faradaya = 0.0965 KJ mol-1 mV-1.

CCCP — karbonylocjanek chlorofenylohydrazyn.
Uwaga. Dla uproszczenia zapisu réwnan, przy wyrazaniu stezeri ominigto tradycyjne

nawiasy kwadratowe.

Zaakceptowano do druku 6.09.1982
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Badaniom mechanizmu wiazania roznych substancji przez biatka przyznaje
sie przeto w wielu dziedzinach biochemii znaczenie podstawowe.

Pierwszym etapem takich badan jest termodynamiczna charaktery-
styka omawianego réwnowagowego procesu. Najwazniejsze parametry
termodynamiczne opisujace iloSciowo kompleks biatko-ligand, to maksy-
malna liczba czasteczek ligandu przypadajaca na jedng makroczasteczke
biatkowg, precyzujaca stechiometrie kompleksu, oraz stata réwnowagi
jego tworzenia, ktéra jest miarg mocy rozwazanego oddziatywania. Opra-
cowano wiele metod doswiadczalnego wyznaczania tych parametrow.

Stosunkowo rzadko wykorzystywane byly do tych celéw techniki
chromatograficzne i elektroforetyczne. W ostatnich latach zaproponowano
wiele istotnych modyfikacji i udoskonalen klasycznych metod tej grupy.
Wykazano réwniez mozliwo$¢ zastosowania do badania oddziatywania
biatko-ligand burzliwie rozwijajgcych sie technik powinowactwa biolo-
gicznego.

Niniejszy artykut stanowi przeglad rdéznych metoc| chromatograficz-
nych i elektroforetycznych pod katem ich zastosowania do wyznaczania
parametrow wigzania drobnoczgsteczkowych ligandéw przez biatka. Uwy-
puklono niektore szczegdlnie korzystne cechy tych metod w poréwnaniu
z innymi technikami stuzacymi podobnym celom. Zasadniczy przeglad
poprzedzony jest krotka informacjg o teoretycznych sposobach analizy
danych uzyskiwanych doswiadczalnie.

Il. Teoretyczny opis wigzania ligandu przez biatko

WielkoSciami, charakteryzujacymi oddziatywanie biatko-ligand a wy-
znaczalnymi dosSwiadczalnie s3: stopieh wigzania, wyrazany zwykle jako
Srednia liczba czasteczek ligandu zwigzanego przez jednag czasteczke biat-
ka (r), oraz robwnowagowe stezenie ligandu ([L]). Z wykresu ([L]), stano-
wigcego izoterme wigzania (1) mozna odczyta¢ termodynamiczne para-
metry tylko po zatozeniu okreslonego modelu oddziatywania (2). Najczes-
ciej stosowany ogolny model opiera sie na prawie dziatania mas i zaktada
istnienie wielostopniowej réwnowagi (3, 4):

. . _ [BL]
BrL7BL K= m
bI+1S b12 K2= [E[sE]Lﬁ]-]
. _[BLn]
BLni+L5 BLn Kn= [BL,,_i][L]

B oznacza tutaj biatko, L — monowalentny ligand, n — liczbe miejsc
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wiazacych ligand w makroczasteczce. Z zaleznos$ci tych tatwo wyprowa-
dza sie rownanie Adaira (5):

r_  KI1[L]+2K1K2[L]2+ ..... +nKtK2... Kn[L]n
F  1+K1[L]+ K1K2[L]2+ ... +K1K2...Kn[L]Jd (rowname )

W najprostszym mozliwym przypadku, gdy wszystkie miejsca wigzace
sg identyczne i nie oddziatywuja ze sobg, otrzymuje sie rownanie (6—S8):

nK[L]
r= i+K[L] (rownanie 2)

gdzie k — oznacza tzw. mikroskopowa (wewnetrzna) statg asocjacji cha-
rakteryzujacg hipotetyczng réwnowage:

miejsce nieobsadzone + L ~ miejsce zwigzane z L.

Zaleznos$¢ miedzy statg k a statymi z r6wnania 1 jest nastepujaca:

Ki = k

Jezeli wszystkie miejsca wigzace mozna podzieli¢ na m klas, w obrebie
ktdrych miejsca sg identyczne i niezalezne, wtedy (9, 10):

m

V 1 nk|[LI y )
LTiML]j (réwnanie 3)
i=1

r =

Dopasowywanie réwnan teoretycznych do danych doswiadczalnych
przeprowadza sie obecnie najcze$ciej metodami numerycznymi przy za-
stosowaniu maszyn cyfrowych (11—15). Tracg natomiast na znaczeniu
metody graficzne, oparte na liniowych transformacjach réwnania 2, np.
na wykresie Scatcharda (6):

§44- = kn —kr (réwnanie 4)

Wykres Scatcharda (ILD nie jest juz linig prosta w przypadku

modelu makroczasteczki z kilkoma klasami miejsc identycznych i nie-
oddziatywujacych ze sobg (10). Przy rozktadzie takich krzywoliniowych
wykreséw na proste sktadowe wielu badaczy kieruje sie intuicja, co
z reguty prowadzi jednak do razacych btedéw (16). Podano kilka teore-
tycznie prawidtowych graficznych metod analizy (9, 13, 17, 18). W praktyce
mozna je jednak zastosowac tylko do analizy uktadéw, w ktorych wy-
stepuja najwyzej 2 klasy miejsc wigzacych.

Krzywoliniowo$¢ wykresu Scatcharda moze wskazywal rowniez na
oddziatywania wzajemne miedzy miejscami wigzacymi czyli tzw. koope-
ratywnos$¢'(19, 20). Przylaczenie czasteczek ligandu do pewnych miejsc
moze zmniejsza¢ (kooperatywno$¢ ujemna) lub zwieksza¢ (kooperatyw-
no$¢ dodatnia) powinowactwo innych miejsc do ligandu. Efekty takie sg

3
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charakterystyczne m.in. dla enzymoéw allosterycznych (21, 22). Czesto
stosowany, potilosSciowy sposéb charakteryzowania kooperatywnosci
w uktadach biatko-ligand polega na podaniu tzw. wspétczynnika Hilla (23)
tj. wspotczynnika nHw réwnaniu

nk [L]"'H
r= 1+kI[L]n" (rownanie 5)
przy czym nH” n. W przypadku kooperatywnos$ci ujemnej nH<I, w

przypadku kooperatywnosci dodatniej nH>1.

I11. Chromatograficzne saczenie molekularne

I11-1. Najprostsze zastosowania

W przypadkach, gdy tworzenie kompleksu biatko-ligand jest procesem
bardzo powolnym (24), izoterme wigzania mozna wyznaczy¢ w bardzo
prosty sposob. Biatko inkubuje sie z ligandem do ustalenia réwnowagi,
po czym oddziela sie ligand wolny od biatka zawierajagcego ligand zwig-
zany (ryc. 1A). Z ilosci ligandu we frakcji biatkowej oblicza sie wartos-
ci r i [L], odnoszace sie do wyjsciowej mieszaniny inkubacyjnej. Stano-
wig one wspoOtrzedne pojedynczego punktu izotermy.

Metoda tg wyznaczano m.in. parametry oddziatywania hormonéw ste-
rydowych z receptorami, przy zastosowaniu chromatografii na zelach
Sephadex, zaréwno kolumnowej (25—27) jak i cienkowarstwowej (28).

Jezeli w trakcie chromatografii moze wystepowaé czeSciowa dysocja-
cja kompleksu biatko-ligand, mierzone wartoSci r sg systematycznie za-
nizane. Powoduje to nie tylko btedy w oszacowaniu parametréw wigzania,

biatka

Stezenie

[Lo)

({8
L g

ligandu

Objetos¢ eluatu

Ryc. 1. Profile wymywania w metodach chromatograficznego saczenia molekular-
nego, wykorzystywanych do wyznaczania parametréw oddziatywania ligand-biatko.
A. Prosty rozdziat ligandu zwigzanego z biatkiem od ligandu wolnego, B. Metoda
Hummela i Dryera, C. Technika analizy czolowej. Z zakreskowanych obszarow
na Ryc. A i B oblicza si¢ ilos¢ ligandu zwigzanego z biatkiem.
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ale réwniez znieksztatcenia wykresu Scatcharda, co prowadzi¢ moze do
przyjecia fatszywego modelu badanej réwnowagi (29).

Czesciowa dysocjacja kompleksu ligand-biatko moze wystepowac
wskutek kompetycyjnego wigzania ligandu przez zel, zachodzacego
w trakcie chromatografii® Adsorpcje na zelach Sephadex obserwowano
w przypadku wielu ligandéw, m.in. sterydéw i licznych barwnikéw. Za-
proponowano metody uwzgledniania tego zjawiska w obliczeniach pra-
widtowych wartosci funkcji r (27, 30). Mieszanine inkubacyjng odpowia-
dajaca pojedynczemu punktowi na izotermie wigzania dzieli sie na kilka
porcji, ktére poddaje sie saczeniu molekularnemu na kolumnach zawie-
rajacych rdézne ilosSci zelu (27). Wyznaczone wartosci r sg tym mniejsze
im wyzsza jest zawartos¢ zelu w kolumnie. Z ekstrapolacji do zerowej za-
wartosci zelu otrzymuje sie poprawiong warto$¢ r, uzywang do kon-
strukcji wykresu Scatcharda. Opisana procedura ekstrapolacyjna pozwa-
la rowniez na uwzglednienie stosunkowo rzadkiego zjawiska adsorpcji bia-
tek na zelach chromatograficznych. Stwierdzono np. ze albumina surowicy
wigze sie z zelem Sephacryl (31).

Opisana w tym rozdziale prosta metoda chromatograficznego wyzna-
czania parametrOow wigzania wymaga odpowiedniego doboru zelu, tak
aby nastepowato doktadne oddzielenie ligandu zwigzanego od ligandu
wolnego. Przedstawiono teoretyczng analize wptywu niepetnych rozdzia-
téw na ksztatt i parametry wykresu Scatcharda (32). W badaniach od-
dziatywania biatek z drobnoczasteczkowymi ligandami czynnik ten nie
odgrywa jednak powazniejszej roli.

I11-2. Metody réwnowagowe

Teoretycznie poprawniejsze metody muszg uwzgledniaé fakt, ze
w trakcie chromatografii mieszaniny biatka i ligandu réwnowadze two-
rzenia kompleksu towarzyszy réwnowaga podziatu wszystkich skiadni-
kéw pomiedzy faze ruchomga i faze stacjonarng. Jest to szczegdlnie wazne
wtedy, gdy asocjacja lub dysocjacja kompleksu przebiega z szybkoScig
poréwnywalng lub wyzsza niz predkos$¢, z jakg prowadzi sie rozdziat
chromatograficzny (33).

Najstarsza z tych metod opisana zostata przez Hummela i Dry-
era (34). Na kolumne z zelem, zrownowazong i przemywany buforem
zawierajagcym ligand w okreSlonym stezeniu, naktada sie probke biatka
rozpuszczong w tym samym roztworze. W trakcie strefowej chromato-
grafii biatko ulega nasyceniu ligandem do takiego stopnia r, jaki odpo-
wiada uzytemu stezeniu ligandu [L]. Profil elucji (ryc. 1B) charaktery-
zuje sie linig podstawowa, okreslajgcg rownowagowe stezenie ligandu [L],
dodatnim szczytem zawarto$ci ligandu pokrywajacym sie ze szczytem
biatkowym, oraz ujemnym pasmem o objetoSci wyptywu takiej, jak dla
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ligandu wolnego. Ilos¢ ligandu zwigzanego obliczyé mozna przez scatko-
wanie szczytu dodatniego lub ujemnego.

Chromatografia musi zapewni¢ catkowity rozdzial obu pasm, przy
czym biatko nie moze byé oddzielane od kompleksu. Wymaganie to mozna
tatwo speini¢ wybierajgc taki typ zelu, w ktérym biatko oraz kompleks
wyptywaja w objetosci pustej. Ponadto tworzenie kompleksu musi by¢
procesem dostatecznie szybkim. Nie jest natomiast konieczne uwzgled-
nianie ewentualnego zjawiska wiazania ligandu przez zel.

Zaleta metody Hummela i Dryera jest prostota oraz stosunkowo nie-
wielkie zuzycie biatka. Pod wzgledem precyzji z pewnoscig nie ustepuje
ona klasycznej dializie rownowagowej (35).

Omawiang technike zastosowano z powodzeniem m.in. do badania od-
dziatywania pochodnych tryptofanu (35) oraz detergentéw (36) z albu-
ming surowicy, réznych enzymoéw z ich efektorami i substratami (37—39),
solubilizowanych receptoré6w btonowych z toksynami (40), czynnikow
biatkowych z fluoryzujagcg sondag hydrofobowg — anilinonaftalenosulfo-
nianem (41, 42) i in.

Teoretyczne rozwazania nad ksztattami profili elucji w chromatogra-
fii zelowej prowadzonej technika analizy czotowej wykazaty mozliwosé
zastosowania tej metody do badania szybko ustalajgcych sie rownowag,
m.in. typu P+nQ~*PQn (43—47). Zasada metody jest nastepujgca
(ryc. 1C). Na kolumne zréwnowazong buforem wprowadza sie miesza-
nine biatko-ligand az do zaobserwowania w wycieku plateau (obszar @
na ryc. 1C) o stezeniu sktadnikéw identycznym, jak w mieszaninie wyjs-
ciowej. Wymywanie kontynuuje sie przy uzyciu buforu, przy czym na
zstepujacym ramieniu profilu elucji pojawia sie drugie plateau (obszar y),
ktérego poziom odpowiada rownowagowemu stezeniu ligandu [L] (48, 49).
Metoda jest stosowalna w przypadkach, gdy kompleks oraz wolne biatko
poruszajg sie w zelu z jednakowga szybkoscia, znacznie jednak wyzszg
niz wolny ligand. Migracja kompleksu biatkowego musi by¢ ponadto
niezalezna od stezenia zar6wno biatka jak i ligandu (48). Nie jest ko-
nieczne jakiekolwiek uwzglednianie ewentualnego oddziatywania zel-
-ligand, gdyz w momencie ustalenia plateau pojemnos$¢ wigzgca zelu zo-
staje wysycona w stopniu, odpowiadajgcym wartosci réwnowagowego
stezenia ligandu, lub catkowicie w przypadku adsorpcji nieodwracalnej.
W odréznieniu od metody Hummela i Dryera technika czolowa pozwala
na badanie ukladow, w ktorych kinetyka wigzania jest stosunkowo wol-
na. Poniewaz pomiary stezenia ligandu w obszarach plateau @i y wy-
konuje sie w wielu frakcjach, wyznaczane wartosci moga by¢ usredniane
i poddawane statystycznej analizie. Zapewnia to duzg precyzje oznacze-
nia (49).

Niewatpliwym ograniczeniem metody jest natomiast konieczno$¢ zu-
zywania duzych ilosci biatka. W niektorych przypadkach mozna jednak
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frakcje z obszaru plateau @wykorzystaé do wyznaczenia kolejnego punktu
izotermy wigzania, odpowiadajagcego wyzszemu stezeniu ligandu.

Technika wysycania réwnowagowego (50—52) oparta jest na bez-
posrednim optycznym skanowaniu matej chromatograficznej kolumny,
wysyconej roztworem zawierajagcym biatko i ligand. Stosunek mierzo-
nych wartosci absorbancji (po uwzglednieniu linii podstawowej, otrzy-
manej po zréwnowazeniu zelu buforem) w obszarze zawierajacym zel
oraz w obszarze ponad zelem jest rowny tzw. przekrojowi podziatu £, re-
prezentujagcemu objeto$¢ rozdziatu sktadnika na jednostke diugosci ko-
lumny. Dla skiadnika j:

§=a+(4

gdzie: a oznacza przekroj objetosci pustej, @— przekroj objetosci we-
wnetrznej, a o— wspdiczynnik podziatlu. W wyniku pomiarow otrzy-
muje sie wartosci i, a i @ znormalizowane do jednostkowej powierzchni
przekroju kolumny. Réwnowagowe stezenie ligandu [L] oblicza sie z row-
nania (51):

, QI(LD _ L-& .

[B+ _té-lz,b_ = ﬂ:Oj -t-é-:-— (rowname 63<
w ktéorym [L,] oznacza catkowite stezenie ligandu, a QL (JL])— stezenie
ligandu zwigzanego przez zel. Przekroje podziatu oblicza sie nasycajac
kolumne buforem zawierajgcym substancje nie ulegajgcg wigzaniu przez
zel, np. glicyloglicyne (|g= a+(3), buforem zawierajgcym samo biatko
(ib, zwykle rowne a) lub buforem zawierajacym biatko w stezeniu [B,]
i ligand w stezeniu [L( (EL). lzoterme wigzania ligandu przez zel QL ([L])
nalezy wyznaczy¢é weczesniej, nasycajac kolumne buforem zawierajgcym
sam ligand, w stezeniu [L] i korzystajac z rownania:

Ql = [L] (EL—c9 (réwnanie 7)

Znajac [L] Latwo obliczy¢ stopien wigzania r jako [LO—I[L]/[B..].
Technika charakteryzuje sie ogromng precyzjg, jeszcze wiekszg niz
w przypadku analizy czotowej. Wynika to z faktu, ze kazdy z ok. 100—
200 punktéw otrzymywanych w wyniku skanowania traktowaé mozna
jako niezalezny eksperyment, co pozwala na krytyczne opracowanie sta-
tystyczne mierzonych wielkosci. Duza szybkos$¢ ustalania sie réwnowagi
tworzenia kompleksu nie jest warunkiem koniecznym. Ze wzgledu na
spektrofotometryczny charakter pomiarow zakres zastosowahA ogranicza
sie do uktadéw, w ktoérych widma mieszanin ligand wolny-ligand zwig-
zany charakteryzujg sie wystepowaniem punktu izozbestycznego poza za-
kresem absorpcji biatka. Inng wada jest dos¢ duze zuzycie biatka. Me-
toda wysycania réwnowagowego byta nastepnie modyfikowana (53). Po-
dobne zasady wykorzystane zostaty w tzw. szerokostrefowej modyfikacji
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techniki Hummela i Dryera (51). Wszystkie te metody nie zyskaty
jednak popularnosci z uwagi na konieczno$¢ uzycia skomplikowanego
uktadu eksperymentalnego.

Trudnosci te usunieto w opracowanej ostatnio technice cyklicznego
podziatu zelowego (54), w ktérej roztwér zawierajacy biatko i ligand
przeptywa w sposéb ciagty przez zawiesing zelu. Rejestruje sie absor-
bancje krazacego roztworu.

Najpierw kalibruje sie uktad, wyznaczajgc stezeniowg zalezno$¢ wspot-
czynnika podziatu ligandu miedzy faze stacjonarng i ruchomg. Tym sa-
mym okres$la sie zarazem stopieA wigzania ligandu przez zel. Po wpro-
wadzeniu do obwodu okreslonej ilosci biatka i ligandu i po ustaleniu
sie rébwnowagi, oznacza sie stezenie ligandu w Kkrgzgcym roztworze.
Uwzgledniajagc warto$¢ wspotczynnika podziatu, odczytang z krzywej
kalibracyjnej, mozna obliczy¢ ilo$¢ ligandu w fazie stacjonarnej, a nastep-
nie r i [L].

Zaletg techniki jest szybkie ustalanie sie ré6wnowagi podziatu, a takze
mozliwo$¢ znacznej miniaturyzacji i zminimalizowania zuzycia biatka.
Zachowana zostata wysoka precyzja oznaczen, ale réwniez wada, w po-
staci ograniczenia do ukladoéw izozbestycznych.

IV. lloSciowa chromatografia powinowactwa

Tzw. chromatografia powinowactwa opiera sie na wykorzystaniu pod-
16z chromatograficznych, zawierajacych ro6zne ligandy unieruchomione
kowalencyjnie. Ten rodzaj chromatografii adsorpcyjnej pozwala na szyb-
kie i efektywne izolowanie biatek specyficznych wzgledem wybranego
ligandu. Ogdlne zasady metody oraz zakresy zastosowan omawiane sg
w licznych artykutach przegladowych (55, 56), a takze obszerniejszych
opracowaniach (57—62). Kierunek, polegajacy na wykorzystaniu tej tech-
niki do wyznaczania parametréw oddziatywan biatek z innymi substan-
cjami, okres$la sie mianem ,ilosciowej chromatografii powinowactwa”
(63).

Jej rozwo6j datuje sie od momentu, gdy Andrews i wsp. (64),
zaobserwowawszy wptyw rozpuszczalnych monosacharydéw na zwiek-
szong adsorpcje galaktozylotransferazy wymywanej strefowo z a-lakto-
albuminy sprzezonej z Sepharose, wyprowadzili rGwnania opisujgce ilos-
ciowo oddziatywania miedzy wymienionymi skiadnikami. W podobny
sposob zbadano kilka analogicznych uktadéw, w ktérych ligand rozpusz-
czalny indukuje wigzanie biatka przez ligand unieruchomiony (65—68).
Przyktadowy spos6b analizy (68) opiera sie na nastepujacym schemacie
réwnowag:
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B+ La* Blab
+ +
Lb Lb
Kb% _Kla%Kab
BLb+ La® BLbLa

gdzie L oznacza ligand zwigzany z podtozem chromatograficznym, L —

ligand wolny, K — state asocjacji komplekséw rozpuszczalnych, K — state
asocjacji dla komplekséw unieruchomionych. Objeto$¢ wyptywu biatka V
oblicza sie z réwnania:

., (VO-V Ka[La + KbKba[Lb][L 'l .
V\\}= VO H—g ————————— P ){a[a;|/ n a[][a]} (féwnanie 8)
gdzie Vp— oznacza pustg objetos¢ kolumny, VO— objetos¢ wyptywu
w razie braku oddziatywania biatka z ligandami.

W opisanych uktadach ligand zwigzany z zelem oraz ligand wolny to
catkowicie r6zne substancje. Wiekszos¢ zastosowan praktycznych oparto
jednak na zjawisku kompetycji miedzy ligandem rozpuszczalnym a unie-
ruchomionym ligandem o podobnej naturze chemicznej. W najprostszym
przypadku biatka monowalencyjnego rozwaza sie zatem dwie réwno-
wagi:

K
B+L"A"BL

K
B+L~ BL

W obecnos$ci ligandu rozpuszczalnego w stezeniu [L] biatko jest wymy-
wane z kolumny w objetosci V, okres$lonej réwnaniem (69):

1 _  @+K[B) KIL]
V-v0 f-1(V0-V pK[L] f-1(V0-V pK[L] (rowname 9)

gdzie f oznacza frakcje fazy nieruchomej dostepng dla biatka a znaczenie
pozostatych symboli podano w opisie réwnania 8. Parametry wigzania

odczytuje sie z wykresu (ILD. Objetos¢ wyptywu biatka V mozna

VvV —Vo
wyznaczy¢ metodg ciggtego wymywania (69—72), w ktorej roztwory
o statych stezeniach biatka wprowadza sie w sposéb ciagty na kolumne
do chwili otrzymania dobrze wyksztatconych frontow elucji, wykorzy-
stywanych do obliczania statych wigzania. Opisano wariant metodyczny,
w ktérym oznacza sie nie objeto$¢ elucji lecz ilos$¢ zwigzanego biatka (73).
Wadag wszystkich metod wymywania ciggtego jest stosunkowo duze zu-
zycie biatka.

Inny sposéb wyznaczania objetosci V polega na zréwnowazeniu ko-
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lumny roztworami o r6znym stezeniu ligandu rozpuszczalnego strefowym
wymywaniu biatka. Wyniki pomiaréw analizuje sie wedlug réwna-
nia (74):

1 1 K [L]
V- VO +(V0- VPK [L] + (VO- VPK [L] (réwnanie 10)

Jest ono analogiczne do rownania 9 z f= 1i K [B] 1 Ostatnie zatoze-
nie warunkuje szczeg6lng zalete techniki strefowego wymywania kom-
petycyjnego — konieczno$¢ zuzywania minimalnej ilosci biatka. Tylko
czuto$¢ detekcji biatka w wycieku moze by¢ pod tym wzgledem czynni-
kiem ograniczajgcym. Inna zaleta to mozliwos$¢ iloSciowego badania
stabych oddziatywan tj. przypadku, dla ktérego wiele klasycznych me-
tod (np. dializa rownowagowa) daje wyniki obarczone duzymi bledami.
Najnizsze warto$ci K, wyznaczone przy zastosowaniu strefowego wymy-
wania kompetycyjnego sg rzedu 100 M-1 (75).

Omawiang technike zastosowano do wyznaczania statych K i K dla
oddzialtywania réznych ligandéow z nukleazg ze Staphylococcus (74, 76),
rybonukleazg (75, 77, 78), chymotrypsyna (79), trypsyna (80, 81), karbo-
ksypeptydazg B (68) oraz fragmentem Fab immunoglobuliny A (82 a).
Zmodyfikowany wariant metodyczny wykorzystano do oszacowania sta-
tej K dla uktadu AMP-dehydrogenaza mleczanowa (83). Dla tego samego
uktadu opracowano inng modyfikacje (84), polegajgcg na wymywaniu
w gradiencie stezenia rozpuszczalnego ligandu. Stalg K dla badanego
ligandu odczytywano z krzywej kalibracyjnej, sporzadzonej dla szeregu
ligandéw o znanych wartoSciach K.

Ograniczeniem metody kompetycyjnego wymywania strefowego jest
trudnos¢ oszacowania efektywnego stezenia unieruchomionego ligandu
a co za tym idzie — niepewnos$¢ oznaczenia statej K. Najwiekszg jednak
wadg jest zawezenie zakresu zastosowan gtownie do biatek monowalen-
cyjnych. Préby jej adaptacji do uktadéw poliwalencyjnych (n> 1) pod-
jeto dla kompleksé6w immunoglobulina A-fosfocholina (82 a, b) oraz kon-
kanawalina A-cukry (85). Wyprowadzone réwnania nie majg charakteru
ogélnego, a ponadto sg skomplikowane i mozna je analizowa¢ wylgcznie
metodami numerycznymi.

Uproszczony spos6b traktowania uktadéw poliwalencyjnych (86) po-
lega na uzyciu zelu o bardzo niskiej zawarto$ci ligandu unieruchomio-
nego. W tych warunkach jedna czasteczka biatka nie moze jednocze$nie
wigza¢ dwadch czagsteczek unieruchomionego ligandu. Uktad zachowuje
sie przeto jak monowalencyjny, co pozwala na zastosowanie rdwna-
nia 10.

W przypadku wyzszych stezeri ligandu unieruchomionego, wigzanie
z biatkiem poliwalencyjnym moze wykazywaé efekty kooperatywnosci,
uwarunkowanej czynnikami sterycznymi. Ostatnio przedstawiono teo-
retyczng analize tego zjawiska (87).
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Tak czy inaczej, jezeli ilos¢ miejsc wigzacych w rozpuszczalnym biat-
ku (n) nie jest z gbry znana, nie mozna jej wyznaczy¢ przy zastosowa-
niu ilosciowej chromatografii powinowactwa, przynajmniej w chwili
obecnej. Natomiast nie przedstawia trudno$ci wyznaczenie izotermy wig-
zania ligandow przez unieruchomione biatka, co zaprezentowano na przy-
ktadzie oddziatywania pewnych lekéw z unieruchomiona albuming suro-
wicy (88). Wyznaczajgc objetosci wymywania ligandéw (VL) z kolumny
z unieruchomionym biatkiem technika analizy czotowej oraz postugujac
sie réwnaniem 11:

VL—VvE = vz[B]— r (réwnanie 11)

w ktérym Vz oznacza objeto$¢ fazy zelowej, otrzymano krzywoliniowy
wykres Scatcharda, interpretowany za pomocg modelu dwéch klas miejsc
wigzacych.

V. Klasyczne metody elektroforetyczne

Techniki elektroforetyczne pozwalajg na mierzenie ruchliwosci elektro-
foretycznej biatek — wielkosci, ktdra ulega znacznym zmianom wskutek
oddziatywania biatkowych makrojonéw z innymi jonowymi substancja-
mi. Z tego typu oddzialywaniami zwigzany jest jednak szereg teoretycz-
nych i praktycznych probleméw, nie spotykanych w przypadku obojet-
nych ligandéw. Zagadnienia te omoéwione sg w cytowanych juz pracach
(3, 4). Oddziatywania elektrostatyczne sprawiajg, ze miejsca wigzace jony
nie sg niezalezne. Uwzglednienie tego efektu prowadzi do wyrazenia
na statg mikroskopowa:

ki = (kO)i e_2n7BA (réwnanie 12)
gdzie: ZB— oznacza tadunek biatka, ZL— tadunek ligandu, a w jest pew-
ng statg, zalezna m.in. od promienia makrojonu i ligandu. Réwnanie 3

przybiera wtedy ztozong postac:

= \}n n; (kO)t [L] e~2nzZBA_

r oL 1+ (k0)i [L\e-2wzA

i=1

Jezeli niewielka ilos¢ jondw wigze sie z biatkiem o matym tadunku
netto, wtedy czton wyktadniczy w réwnaniu 12 jest zaniedbywalny, co
oznacza, ze elektrostatyczne oddziatywania miedzy miejscami wigzacymi
mozna zignorowac.

W przypadku, gdy ligandem jest jon metalu, badang réwnowage na-
lezy najczesciej rozpatrywaé jako wspoétzawodnictwo ligandu z jonami
wodorowymi o te same miejsca wigzgce.



44 A. KOZIK [12]

Kazdy z komplekséw mieszaniny rownowagowej, BLj (j = 0, 1, 2, n),
charakteryzuje sie odrebng wartoscig ruchliwosci uBlj* Tzw. sktadnikowe
ruchliwosci elektroforetyczne biatka (uB) i ligandu (ul) zdefiniowane sa
rownaniami:

(réwnanie 13)

'\ UB[,[BLJ] [B]

U, =

u [L]+ }_‘J upy[BLy]

(réwnanie 14)

[L]

Zasadniczo sg to wielkoSci mierzalne, podobnie jak uBi uL Z potgczenia
rbwnan 13 i 14 z réwnaniami opisujacymi obowigzujace réwnowagi
(rozdz. Il) nalezy wyznaczy¢ parametry badanego oddziatywania. W przy-
padkach wigzania matych jonéw przez biatka, n jest na ogét na tyle duze,
ze omawiany ukfad réwnan mozna rozwigza¢ dopiero po wprowadzeniu
dodatkowych upraszczajgcych zatozen.

Najstarsza z technik elektroforetycznych, elektroforeza ruchomej gra-
nicy (elektroforeza czotowa), jest juz w chwili obecnej mato popularna
w typowych pracowniach biochemicznych. Og6lne zasady pomiaréw ruch-
liwosci elektroforetycznej tg technika omawiane sg we wszystkich szer-
szych opracowaniach poswieconych elektroforezie (np. 89). Podstawowe
problemy, zwigzane z zastosowaniem do wyznaczania parametréw od-
dziatywania biatek z substancjami jonowymi omoéwili Nichol i wsp.
(90), zawezajac jednak dyskusje do komplekséw makroczgsteczka-makro-
czgsteczka. Rzeczywiscie jednak, czotowa elektroforeza szczegdlnie na-
daje sie do badania tego typu rownowag, dla ktérych n = 1 (np. 91—94).
Dawniejsze zastosowania do ukladéw biatko-ligand drobnoczasteczkowy
(95—98) wymagaty mierzenia wartosci uB ul, uB i ul, oraz znajomosci
[BG i [LO w probce. [L] obliczano zaktadajgc, ze miejsca wigzace ligand
sq identyczne i nie oddziatujag ze sobg oraz ze kazda czasteczka ligandu
zwigzana z* biatkiem powoduje zmiane ruchliwos$ci elektroforetycznej
biatka o te samg warto$¢ A

usLj —UB+ A-j — uB(L +j*9) (réwnanie 15)

Koniec koncem jednak, znajomos$¢ wartosci 5 nie byta konieczna.

Stosunkowo niedawno zaproponowano znhacznie uproszczong Wwersje
metodyczng (99), w ktorej probke biatka, przed poddaniem elektroforezie,
dializuje sie wzgledem nadmiaru buforu zawierajgcego ligand, ktérego
stezenie [L] staje sie w ten sposéb znane z gdry. Pozostajg wtedy do
wyznaczenia warto$ci uBi uB Stosuje sie réwnanie:

uB—ub _ n8kI[L]

uB 14 K [L] (réwnanie 16)
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Zaletg tej techniki jest prostota oraz mozliwo$¢ badania stabych oddzia-
tywan, takich jak w przypadku uktadu owoalbumina-jon HP0&-, z k rze-
du 100 M_1. Powazng wadg jest niemozno$¢ obliczenia ilosci miejsc wig-
zacych n, bez uprzedniej znajomosci parametru 5 Dla oszacowania jego
wartosci nalezy odwota¢ sie do teorii ruchliwosci elektroforetycznej
Henry’ego (100) lub Abrahamsona (101), ktérych omowienie
znalez¢ mozna w kazdym szerszym opracowaniu pos$wieconym elektro-
forezie. Ogolnym ograniczeniem technik elektroforezy ruchomej granicy
jest konieczno$é zuzycia znacznych iloSci biatka.

Wykazano, ze precyzyjne pomiary ruchliwosci elektroforetycznej moz-
liwe sg rowniez przy zastosowaniu strefowej elektroforezy bibutowej
(102, 103). Technike te wykorzystano w badaniach oddziatywania jonéw
cynku i kadmu z albuming surowicy (104), wzorujac sie pod wzgledem
sposobu interpretacji na wcze$niejszym wariancie elektroforezy czoto-
wej (105). Fundamentalnym zatozeniem byta proporcjonalnosé ruchli-
wosci elektroforetycznej i tadunku biatka:

AZb = Au-f

Wspotczynnik f obliczano z réwnania Henry’ego lub korzystano z opubli-
kowanych korelacji empirycznych (106). Bioragc pod uwage kompetycje
pomiedzy jonami metalu i jonami wodorowymi i zaktadajac prosty model

wigzania, otrzymano parametry oddziatywania z zaleznosci A od

Ostatnio na przykiadzie uktadu owoalbumina-fosforan zaprezentowano
spos6b wykorzystania standardowej elektroforezy w zelu poliakrylo-
amidowym do wyznaczania parametrow oddziatywania biatko-jon (107).
Przy odpowiednim doborze warunkéw eksperymentalnych, ruchliwosci
biatka uB i uB w réwnaniu 16 mozna zastgpi¢ przez wzgledne wspot-
czynniki przesuniecia Rf. Metoda jest niewatpliwie najtatwiejsza do wy-
konania z wszystkich dotgd omoéwionych. Pozwala na badanie bardzo sta-
bych oddziatywan, ze statymi k rzedu 100 M“t i zuzywa minimalne iloSci
biatka. Do badania mozna uzywac probek nieoczyszczonych, zawierajg-
cych wiele sktadnikow biatkowych! Mozna przypuszczac, ze w najblizszym
czasie technika ta zyska powszechne uznanie. Jej ograniczeniem, wspol-
nym jednak dla wszystkich metod elektroforetycznych, jest aprioryczne
zatozenie najprostszego modelu oddziatywania biatko-ligand.

V1. Elektroforeza powinowactwa

Termin ,elektroforeza powinowactwa” rezerwuje sie najczesciej dla
technik elektroforetycznych, prowadzonych w zelach zawierajgcych unie-
ruchomione ligandy. Og6lne zasady i zakres zastosowan tej metody oma-
wiano w kilku artykutach przeglagdowych (108—111). W chwili obecnej,
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jedynym kierunkiem elektroforezy powinowactwa, ktéry wykorzystywa-
no do wyznaczania parametrow oddziatywania drobnoczgsteczkowych li-
gandow z biatkami, jest elektroforeza w zelach poliakryloamidowych.
Postugiwano sie w niej formalizmem analogicznym jak w przypadku chro-
matografii powinowactwa. W przypadku biatek monowalencyjnych, od-
legto$¢ 1 na jakg pasmo biatkowe wedruje w zelu zawierajgcym ligand

unieruchomiony (L) oraz ligand wolny (L), zwigzane jest ze statymi aso-
cjacji K, K réwnaniem (112):

1 1+ K[
TAT - T 0 T (réwnanie 17)

gdzie 10— oznacza ruchliwo$¢ w przypadku braku oddziatywania z ze-
lem, tj. przy 1= 0. Parametry wigzania tatwo odczyta¢ z wykresu ?'(-)---:

([LD.
Rownanie powyzsze jest stuszne przy szeregu zatozen. M.in. ruchli-

wos¢ biatka oraz kompleksu BL muszg by¢ identyczne, tworzenie kom-
plekséw musi by¢ reakcjg bardzo szybka, stezenie biatka w wedrujacej
strefie musi by¢ znacznie nizsze niz [L] i [L].

Szereg trudno$ci zwigzany jest z metodyka unieruchamiania ligandu.
Jak dotad, jedynym praktycznie osiagalnym sposobem jest przeprowa-
dzenie polimeryzacji zelu poliakryioamidowego w obecnosSci makrocza-
steczkowej, rozpuszczalnej pochodnej ligandu, ktéra po utworzeniu poli-
meru ulega fizycznemu uwiezieniu w jego sieci. Po raz pierwszy metodg
takg postuzono sie w przypadku naturalnych, niezmodyfikowanych poli-
sacharydéw (113), ktorych unieruchamianie pozwolito p6Zniej na wy-
znaczanie parametrow wigzania pewnych patologicznych immunoglobu-
lin (114—116) oraz lektyn (117) z cukrami. CzeSciej jednak rozpuszczalne,
wysokoczasteczkowe dekstrany stanowig nos$niki, do ktérych przytgcza sie
ligandy zgodnie ze zwyklg metodykg chromatografii powinowactwa (118).
Tego typu zele wykorzystano do badania oddziatywania trypsyny z p-ami-
nobenzoamidyng (119) oraz szeregu bialek z Blue Dextran (120). Alter-
natywna droga syntezy makroczasteczki niosacej ligand polega na kopo-
limeryzacji nienasyconej pochodnej ligandu z akryloamidem. Otrzymuje
sie liniowe, rozpuszczalne kopolimery, ktérych mase czasteczkowa i za-
warto$¢ ligandu mozna w pewnych granicach kontrolowa¢ (121). Tech-
nike te zastosowano w badaniach oddziatywan lektyn (112, 122—128)
i oksydazy galaktozy (129) z cukrami, réznych enzyméw z unieruchomio-
nym AMP (130, 131). Mozna réwniez syntezowaé¢ kopolimery, niosace
grupy reaktywne, ktére nastepnie podstawia sie ligandem. To podejscie
wykorzystano do unieruchomienia p-aminobenzoamidyny (119) i AMP
(132).

Noséniki ligandu musza posiada¢ dostatecznie duzg mase czasteczko-
wa, gdyz catkowite unieruchomienie ligandu jest warunkiem stosowat-
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nosci réwnania 17. Ogromng wadg opisanej metodyki jest mikrohetero-
gennos$¢ rozmieszczenia ligandu, ktéra zapewne wplywa na wyznaczane
parametry K i K, chociaz nie opublikowano dotagd prac ujmujacych ilos-
ciowo tej efekt (111).

Oba powyzsze ograniczenia mozna usunagé, przeprowadzajac bezpo-
Srednio synteze zeli poliakryloamidowych zawierajgcych kowalencyjnie
zwigzany ligand. Tego typu zele sporzadzano przez dodanie glukozydow
allilowych do zwyktej mieszaniny polimeryzacyjnej (133, 134). Sposoby
takie nie byly jednak jeszcze stosowane w iloSciowych badaniach oddzia-
tywan biatko-ligand.

Doktadno$¢ wyznaczenia wartosci K $cisle zalezy od prawidtowego
przyjecia stezenia unieruchomionego ligandu (réwnanie 17). W wielu
przypadkach jednak nie wszystkie reszty unieruchomionego ligandu sg

dostepne dla biatka, wskutek czego efektywne [L] jest nizsze niz wy-
znaczone z catkowitej zawartosci ligandu w zelu.

Dalszymi wadami metody ilosciowej elektroforezy powinowactwa sa:
niemozno$¢ wyznaczenia statych K dla natadowanych ligandéw oraz ogra-
niczenie do bialek monowalencyjnych. Do tej pory omawiang metodg
zbadano tylko jeden uklad bardziej ztozony — dimeryczng fosforylaze
glikogenu (135). Opublikowane ostatnio teoretyczne rozwazania (136),
nie testowane jednak do tej pory eksperymentalnie, sugeruja, ze war-
tos¢ K mozna oznaczy¢ rdwniez dla biatek poliwalencyjnych (n> 1).
W tych przypadkach zamiast K otrzymuje sie K/n. By¢ moze w tym
duchu nalezatoby interpretowac¢ pewne watpliwosci, ktére budzi praca nad
oddziatywaniem albuminy surowicy z zelem zawierajacym weglowodoro-
we podstawniki (137).

Wszystkie te ograniczenia tracg jednak na znaczeniu w konfrontacji
z ogromnymi zaletami tej metody (111). Jest ona szybka, tatwa do zasto-
sowania i zuzywa minimalne iloSci biatka. Pozwala iloSciowo charaktery-
zowa¢ wyjatkowo stabe oddziatywania (state rzedu 10—1 M-1). Parame-
try wigzania mozna wyznaczy¢ jednoczesnie dla kilku form biatka, np.
izoenzymow. W ogéle prébka biatka nie musi by¢ oczyszczona! Ponadto
metoda jest praktycznie jedyng, ktéra pozwala wykrywac i iloSciowo cha-
rakteryzowac heterogennos$¢ biatek pod wzgledem powinowactwa do unie-
ruchomionych ligandéw (112, 124, 125, 138—140). Chromatografia powi-
nowactwa jest na ogot mato przydatna do tego celu, gdyz charakteryzuje
sie stosunkowo niska rozdzielczo$cig (111).

Zaakceptowano do druku 27.07.1982

PISMIENNICTWO

1. Deranleau D. A, (1969), J. Am. Chem. Soc., 91, 4044—4049.
2. Thakur A K, Jaffe M L, Rodbard D. (1980), Anal. Biochem., 107,
279—295.



-48

© N o v

10.
11.
12.
13.

14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.

29.
30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

A. KOZIK [16]

Tanford C, (1961), Physical Chemistry of Macromolecules, str. 526—586,
John Wiley and Sons, Inc., New York—London.

Steinhardt J, Beychok S., (1964) w The Proteins, red. Neurath H.,
2 wyd., t. 2, str. 140—304, Academic Press, New York—London.

Adair G. S, (1925), J. Biol. Chem., 63, 529—545.

Scatchard G, (1949), Ann. N.Y. Acad. Sei.,, 51, 660—672.

Klotz 1. M., (1946), Arch. Biochem., 9, 109—117.

Klotz I. M, Walker F. M, Pivan R. B, (1946), J. Am. Chem. Soc.,
68, 1486—1490.

Rosenthal H. E. (1967), Anal. Biochem., 20, 525—532.

Klotz I. M, Hunston D. L., (1971), Biochemistry, 10, 3065—3069.
Feldman H. A, (1972), Anal. Biochem., 48, 317—338.

Weder H G, Schildknecht J, Lutz R A, Kessel ring P., (1974),
Eur. J. Biochem., 42, 475—481.

Klotz I. M, Hunston D. L. (1979), Arch. Biochem. Biophys., 193, 314—
328.

Munson P. J, Rodbard D., (1980), Anal. Biochem., 107, 220—239.
Peters F, Pingoud V. A, (1982), Biochim. Biophys. Acta, 714, 442—
447.

Nor by J. G, Ottolenghi P, Jensen J., (1980), Anal. Biochem., 102,
318—320.

Kane P. M, Pegg P. J, Johnson E., (1969), J. Clin. Endocrinol., Metabol.,
29, 1126—1130.

Hunston D. L., (1975), Anal. Biochem., 63, 99—109.

Whitehead E. P., (1978), Biochem. J., 171, 501—504.

Knack I, Rohm K.-H., (1980), Biochim. Biophys. Acta, 614, 613—624.
Levitzki A. (1978), Quantitative Aspects of Allosteric Mechanisms, Sprin-
ger-Verlag, Berlin.

Bryta J., (1981), Regulacja metabolizmu komérki, str. 188—209, PWN,
Warszawa.

Hill A. V. (1910), J. Physiol., 40, IV—VII.

Wood G. C, Cooper P. F, (1970), Chromatogr. Rev., 12, 88—109.

Puca G. A, Bresciani F. (1969), Nature (London), 223, 745—747.
Hansson V., Tveter K. J, (1971), Acta Endocrinol., 66, 745—749.
Godefroi V. C, Brooks S. C., (1973), Anal. Biochem., 51, 335—344.
Topert M, Zabel I, Ziegler M., (1974), Anal. Biochem., 62, 514—
522.

Swillens S, Dumont J. E, (1975), Biochem. J., 149, 779—782.
Ackers G. K, (1973), w Methods in Enzymology, red. Hirs C. H. W., Ti-
masheff S. N., t. 27, str. 441—456, Academic Press, New York.

Oshima G, Uchiyama H, Nagasawa K, (1981, Anal. Biochem.,
111, 366—371.

Bonifacino J. S, Paladini A. C, (1981), Anal. Biochem., 118, 213—
220.

Kremmer T, Boross L. (1979), Gel Chromatography. Theory, Metho-
dology, Applications, str. 195—200, Akademiai Kiad6, Budapest.

Hummel J. P, Dryer W. J., (1962), Biochim. Biophys. Acta, 63, 530—
532.

Fairclough G. F. Jr, Fruton J. S, (1966), Biochemistry, 5 673—
683.

Makino S, Reynolds J A, Tanford C. (1973), J. Biol. Chem., 248,
4926—4932.



[17]

37.
38.

39.
40.
41.
42.

43.
44.

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51

52.
53.

54.

55.
56.
57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.
64.

65.

66.

67.

BADANIE ODDZIALYWANIA BIALKO —LIGAND 49

Stevens R A J, Phelps C. F., (1976), Biochem. J., 159, 65—70.
Beaudelle N. V, Langerman N, Kisliuk R. L, Gaumont Y,
(1977), Arch. Biochem. Biophys., 179, 272—278.

Malik N, Butterworth P. J, (1977), Arch. Biochem. Biophys., 179,
113—120.

Henderson R, Wang J. H., (1972), Biochemistry, 11, 4565—4569.
Ishihama A, Hurwitz J, (1969), J. Biol. Chem., 244, 6680—6689.
Arai K, Arai T, Kawakita M, Kaziro Y. (1957), J. Biochem.
(Tokyo), 77, 1095—1106.

Nichol L. W, Winzor D. J, (1964), J. Phys. Chem., 68, 2455—2463.
Nie hol L. W, Winz or D. J., (1965), Biochim. Biophys. Acta, 94, 591—
594.

Nie hol L. W, Ogston A G, Winzor D. J, (1967), Arch. Biochem.
Biophys., 121, 517—521.

NicholL. W, Jackson W J H, Smith G. D, (1971), Arch. Biochem.
Biophys., 144, 438—439.

Gilbert G A, Kellett G. L., (1971), J. Biol. Chem., 246, 6079—6086.
Cooper P. F, Wood G. C., (1968), J. Pharm. Pharmacol., 20, 150S—
156S.

Keresztes-Nagy S, Mais R F, Oester Y. T, Zaroslinki J. F,
(1972), Anal. Biochem., 48, 80—89.

Brumbaugh E E, Ackers G. K, (1968), J. Biol. Chem., 243, 6315—
6317.

Brumbaugh E E, Ackers G. K, (1971), Anal. Biochem., 41, 543—
559.

Warshaw H. S, Ackers G. K, (1971), Anal. Biochem., 42, 405—421.
Ackers G K, Brumbaugh E E, Ip S. H C, Haivorson H. R,
(1976), Biophys. Chem., 4, 171—179.

Ford C. L, Winzor D. J, (1981), Anal. Biochem., 114, 146—152.
Chudzik J, Koj A, (1972), Post. Biochem., 18, 73—84.

Rode W. (1977), Post. Biochem., 23, 113—127.

Jako by W. B, Wilchek M., (1974), Methods in Enzymology, t. 34, Aca-
demic Press, New York.

Lowe C R, Dean P. D. G, (1974), Affinity Chromatography, John Wiley
and Sons, New York.

Dunlap R. B. (1974), Immobilized Biochemicals and Affinity Chromato-
graphy, Plenum Press, New York—London.

Sundaram P. V, Eckstein F. (1978), Theory and Practice in Affinity
Techniques, Academic Press, London—New York—San Francisco.

Egly J. M., (1979), Proceedings of the Third International Symposium on
Affinity Chromatography and Molecular Interactions, Inserm Symposia Se-
ries, Paris.

Turkova J., (1980), Affinaja chromatografija, lzdatielstwo ,,Mir”, Mo-
skva.

Chaiken I. M., (1979), Anal. Biochem., 97, 1—10.

Andrews P, Kitchen B. J, Winzor D. J, (1973), Biochem. J., 135
897—900.

Brink worth R I, Masters C J, Winzor D. J., (1975), Biochem. J,
151, 631—636.

Dunn B. M, Gilbert W. A, (1979), Arch. Biochem. Biophys., 198, 533—
540.

Danner J, Dunn B. M, (1978), Fed. Proc., 37, 1436.

4 Postepy Biochemii 1/83



50

68.

69.

70.

71
72.

73.

74.

75.

76.
7.

78.
79.
80.
81

82.

83.
84.
85.
86.
87.
88.

89.

90.

91
92.
93.
94.
95.

96.

A. KOZIK [18]

Danner J, Somerville J E, Turner J, Dunn B. M., (1979), Bio-
chemistry, 18, 3039—3045.

Nichol L W, Ogston A G, Winzor D J, Sawyer W. H., (1974),
Biochem. J., 143, 435—443.

Lowe C R, Harvey M J, Craven D. B, Dean P. D. G, (1973),
Biochem. J., 133, 499—506.

Kasai K, Ishii S, (1975), J. Biochem. (Tokyo), 77, 261—264.
Nishikata M., Kasai K, Ishii S, (1977), J. Biochem. (Tokyo), 82,
1475—1484.

Bottomly R C, Storer A C, Trayer | P, (1976), Biochem. J., 159,
667—676.

Dunn B. M, Chaiken |I. M, (1974), Proc. Nat. Acad. Sei. U.S.A., 71,
2382—2385.

Taylor H C, Chaiken . M, (1977), J. Biol. Chem., 252, 6991—
6994.

Dunn B. M, Chaiken |I. M., (1975), Biochemistry, 14, 2343—2349.
Chaiken 1. M, Taylor H. C, (1976), J. Biol. Chem., 251, 2044—
2048.

Taylor H C, Chaiken I. M, (1977), Fed. Proc., 36, 864.

Gilbert W. A, (1978), Praca doktorska, Uniwersytet Florydy.

Ishii S, Kasai K., (1978), J. Biochem. (Tokyo), 84, 1051—1060.
Malanikova M, Turkova J., (1977), J. Solid Phase Biochem., 2
237—249.

a) Eilat D, Chaiken 1. M., (1979), Biochemistry, 18, 790—794.

b) Chaiken I. M, Eilat D, McCormick W. M, (1979), Biochemistry,
18, 794—795.

Lowe C R, Harvey M J, Dean P. D. G, (1974), Eur. J. Biochem.,
42, 1—6.

Brodelius P.,, Mosbach K., (1976), Anal. Biochem., 72, 629—636.
Oda Y., Kasai K, Ishii S. (1981), J. Biochem. (Tokyo), 89, 285—296.
Veronese F. M, Bevilacqua R, Chaiken 1. M, (1979), Mol. Phar-
macol., 15, 313—321.

Pine us M. R, De Lisi C, Reudell M., (1981), Biochim. Biophys. Acta,
675, 392—396.

Lagercrantz C, Larsson T, Karlsson H. (1979), Anal. Biochem.,
99, 352—364.

Saminski J. M., (1971), w Biopolimery. Fizykochemiczne metody oczyszcza-
nia, rozdzielania i badania, red. Samsonow G. W., str. 50—120, PWN, War-
szawa.

NicholL W, Bethune J L, Kegeles G, Hess E. L. (1964), w The
Proteins, red. Neurath H., 2 wyd., t. 2, str. 305—403, Academic Press, New
York—London.

Longsworth L G, Mclnnes D. A, (1942), J. Gen. Physiol., 25 507—
513.

Cann J R, Klapper J. A. Jr.,, (1961), J. Biol. Chem., 236, 2446—2451.
Cann J. R, (1962), J. Biol. Chem., 237, 707—711.

Nichol L W, Smith G D, Winzor D. J, (1973), J. Phys. Chem., 77,
2912—2918.

Smith R F, Briggs D. R., (1950), J. Phys. and Colloid Chem., 54,
33-47.

Alberty R A, Marvin H. H. Jr, (1950), J. Phys. and Colloid Chem.,
54, 47—55.



[19]

97.

98.

99.
100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.
111
112.
113.
114,
115.
116.
117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.
125.

126.

4

BADANIE ODDZIALYWANIA BIALKO —LIGAND 51

Alberty R A, Marvin H. H. Jr, (1951), J. Am. Chem. Soc., 73,
3220—3223.

Cann J. R, (1970), Interacting Macromolecules, str. 58—70, Academic Press,
New York.

Drewe R H, Winzor D. J, (1976), Biochem. J., 159, 737—741.
Henry D. C, (1931), Proc. R. Soc. London Ser. A, 133, 106—129.
Abrahamson H A, Gorin M H, Moyer L. S, (1939), Chem. Rev.,
24, 345—366.

Schilling k., Waldmann-Meyer H., (1959), Acta Chem. Scand., 13,
1—13.

Waldmann-Meyer H, Schilling K, (1959), Acta Chem. Scand., 13,
13—27.

Waldmann-Meyer H. (1960), J. Biol. Chem., 235 3337—3345.
Schilling K. (1957), Acta Chem. Scand., 11, 1103—1128.

Longsworth L. G, Jacobsen C. F. (1949), J. Phys. and Colloid Chem.,
53, 126—141.

Ward L. D, Winzor D. J, (1981), Arch. Biochem. Biophys., 209, 650—
654.

Hofe jsi V., Ticha M, Kocourek J, (1979), Trends Biochem. Sei.,
4, N6—N7.

Bog-Hansen T. C., (1979), w Proceedings of the Third International Sym-
posium on Affinity Chromatography and Molecular Interactions, str. 399—416,
Inserm Symposia Series, Paris.

Bog-Hansen T. C, Takeo K. (1980), Electrophoresis, 1, 67—71
Hore jsi V. (1981), Anal. Biochem., 112, 1—8.

Horejsi V., Tichd M, Kocourek J., (1977), Biochim. Biophys. Acta,
499, 290—300.

Siepmann R, Stegeimann H. (1967), Naturwissenschaften, 54, 116—
117.

Takeo K, Kabat E A, (1978, J. Immunol., 121, 2305—2310.

Sugii S, Kabat E. A, (1980), Carbohydr. Res., 82, 113—124.

Sugii S, Takeo K, Kabat E A, (1979, J. Immunol., 123, 1162—
1168.

Cerovsky V., Ticha M, Horejsi V., Kocourek J, (1980), J. Bio-
chem. Biophys. Methods, 3, 163—172.

Parikh I, March S, Cuatrecasas P., (1974) w Methods in Enzymo-
logy, red. Jakoby W. B., Wilchek M., t. 34, str. 77—102, Academic Press,
New York.

Cerovsky V., Ticha M, Turkova J, Lab sky J., (1980), J. Chroma-
togr., 194, 175—181.

Ticha M, Horejsi V., Barthova J, (1978), Biochim. Biophys. Acta,
534, 58—63.

Horejsi V., Smolek P, Kocourek J., (1978), Biochim. Biophys. Acta,
538, 293—298.

Horejai V., Ticha M, Kocourek J, (1977), Biochim. Biophys. Acta,
499, 301—308.

Horejsi V., Chaloupecka O, Kocourek J., (1978), Biochim. Biophys.
Acta, 539, 287—293.

Horejsi V., (1979), Biochim. Biophys. Acta, 577, 389—393.

HorejSi V., Ticha M, Novotny J, Kocourek J., (1980), Biochim.
Biophys. Acta, 623, 439—448.

Hauzer K, Ticha M, Horejsi V., Kocourek J, (1979), Biochim.
Biophys. Acta, 583, 103—109.



52

127.

128.

129.
130.

131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.

139.

140.

A. KOZIK [20]

Turkovda R, Ticha M, Kocourek J., (1980), J. Chromatogr., 192,
408—412.

Ek K., Gianazza E, Righetti P. G. (1980), Biochim. Biophys. Acta,
626, 356—365.

Horejsi V., (1979), Biochim. Biophys. Acta, 577, 383—388.

Nakamura K, Kawahara A, Ogata H, Takeo K., (1980), J. Chro-
matogr., 192, 351—362.

Nakamura K, Kawahara A, Takeo K., (1980), J. Chromatogr.,
196, 85—99.

Ticha M, Barthova J, Labsky J, Semansky M., (1980), J. Chro-
matogr., 194, 183—189.

Horejsi V., Kocourek J., (1974), Biochim. Biophys. Acta, 336, 338—
343.

Horejsi V., Kocourek J, (1974), w Methods in Enzymology, red. Ja-
koby W. B., Wilchek M., t. 34, str. 178—181, Academic Press, New York.
Shimomura S, Fukui T., (1980), Biochemistry, 19, 2287—2294.
Horejsi V. (1979), J. Chromatogr., 178, 1—13.

Chen J.-L., Morawetz H. (1981), J. Biol. Chem., 256, 9221—9223.
Bog-Hansen T. C, Bjerrum O. J, Brogren C. H, (1977), Anal.
Biochem., 81, 78—387.

Bog-Hansen J, Prahl P, Lowenstein H. (1978), J. Immunol.
Methods, 22, 293—307.

Kerckaert J.-P.,, Bayard B, Biserte G, (1979), Biochim. Biophys.
Acta, 576, 99—108.



Post. Blochem., 29, 53-66, 1983

LILIANA BIELECKA *> ROMAN S. LORENC *>

Biatko wiagzace witamine D ***)

Vitamin D Binding Protein
Spis tresci

l.  Wstep

Il. Polimorfizm genetyczny biatka wigzacego witaming D (DBP = Gc)

I1. Struktura i witasciwosci fizyko-chemiczne biatka wigzgcego witamine D z su-
rowicy

IV. Wigzanie witaminy D i jej metabolitow przez inne biatka

V. Biatko cytosolowe wigzgce witamine D

VI. Biologiczna rola biatka wigzgcego witamine D

Contents

I. Introduction

Il. Genetic polymorphism of vitamin D binding protein (DBP = Gc)

I11. Structure and physico-chemical properties of serum vitamin D binding protein
IV. Nonspecific binding of vitamin D and its metabolites

V. Cytosolic vitamin D binding protein

V1. Biological role of vitamin D binding protein

Wykaz stosowanych skrétéow: DBP —biatko wigzgce witamine D (Vitamin D
Binding Protein), Gc— czynnik grupowo-specyficzny; skrot okreslajagcy zaréwno
gen, jak i jego produkt — biatko, Gcl, Gc2—allele genu Gc, DBP = Gc— podwdjna
nazwa biatka wigzgcego witamine D, Gcla —pasmo biatkowe anodowe w roz-
dziale elektroforetycznym, Gclk —pasmo biatkowe katodowe w rozdziale elektro-
foretycznym, 125 (OH)2D3— 1,25 dwuhydroksycholekalciferol, 24,25 (OH)D3—
24,25 dwuhydroksycholekalciferol, 2526 (OH)2D3— 25,26 dwuhydroksycholekalciferol,
25 OHD3— 25 hydroksycholekalciferol, SDS — siarczan dodecylu.

l. Wstep

W wyniku prowadzonych w ostatnim dziesiecioleciu badah dotycza-
cych witaminy D stwierdzono, ze podlega ona w ustroju wielostopnio-
wym przemianom metabolicznym (1, 2, 3). Metabolizmowi podlegajg za-

* Mgr, *) Doc. dr hab. Zakitad Biochemii i Medycyny Doswiadczalnej Centrum
Zdrowia Dziecka, 04-736 Warszawa-Miedzylesie, Aleja Dzieci Polskich 20.

**) Juz po korekcie tego artykutu Redakcja otrzymata zalecenia Komisji Stow-
nictwa Biochemicznego P.T.Bioch. dotyczace stownictwa witamin D. W tabeli na
stronie 66 podano zalecane obecnie nazwy zwigzkéw wymienionych w artykule.
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rowno syntetyzowana w skorze, pod wpltywem promieniowania ultrafio-
letowego z 7 hydroksycholekalciferolu witamina D3 jak i dostepny z po-
karmem ergosterol (witamina D2 (3, 4, 5). W efekcie przemian witami-
ny D powstaje szereg jej metabolitéw (Ryc. 1) przy czym biologicznie
najaktywniejszymi metabolitami witaminy D sa jej dihydroksylowe

Skéra Swmﬂo

zeo»aosm,,

7 -dehydrocholesterol

Cholekalcnferol

| CH2
Ho””
24,25(0H), cholekalciferol HO*~
c 25 OH cholekalciferol
OH
| CH,
HO HO

1@ 25(0H), cholekalciferol

Ryc. 1. Schemat metabolizmu witaminy D u ssakdéw na przyktadzie szczura, a. Za-
chodzgca w watrobie konwersja witaminy D3 (cholekalciferol) do 25 OHD3 b. Ner-
kowa konwersja 25 OHD3 do 24,25 (OH)2D3 Czynniki stymulujace konwersje: ste-
zenie wapnia w surowicy krwi ~ 10 mg°/o, fosforanéw ~ 7 mg°/o. c. Nerkowa
konwersja 25 OHD3 do 1,25 (OH)D3 Czynniki stymulujgce konwersje: stezenie wap-
nia w surowicy < 10 mg%, fosforanéw < 7 mg% parathormon, hormon wzrostu,
prolaktyna, estrogeny. Podana w diecie witamina D2 ergokalciferol podlega iden-
tycznym przemianom jak cholekalciferol.

pochodne uwazane za hormony. Sg to w przypadku witaminy D31,25 dihy-
droksycholekalciferol oraz metabolizowany z witaminy D2 1,25 dihydro-
ksyergokalciferol. Wstepnym krokiem na drodze syntezy metaboli-
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téw witaminy D jest dotgczenie tlenu do tarficucha bocznego w pozycji 25.
Reakcja ta przebiega w watrobie (6), a uczestniczagca w niej 25-hydroksy-
laza cholekalciferolu wystepuje zarowno we frakcji mitochondrialnej, jak
i mikrosomalnej hepotocytow (7). Powstajacy 25 OHD transportowany jest
nastepnie do nerki. W nerce w efekcie dziatan la-hydroksylazy 25-cho-
lekalciferolu lub 24-hydroksylazy 25-cholekalciferolu 25 OHD metabolizo-
wany jest do 1,25 (OH)2D lub 24,25 (OH)D. Kierunek metabolizmu uzalez-
niony jest od stezenia jondw wapnia, fosforanbw w surowicy krwi oraz
zaopatrzenia ustroju w witamine D lub w parathormon (1, 2, 8). Docelo-
wymi tkankami dziatania 1,25 (OH)2D sa: jelito, kos¢, nerka, skéra, przy-
tarczyce oraz przysadka (9—14). Witamina D oraz jej metabolity trans-
portowane sg w postaci zwigzanej ze specyficznym biatkiem. Biatko to,
nazwane biatkiem wigzgcym witamine D — DBP (Vitamin D Binding
Protein) — odznacza sie wysokim powinowactwem do witaminy D i jej
metabolitow.

W niniejszej pracy starano sie przedstawié¢ historie odkrycia biatka
wigzacego witamine D, ustalenia dotyczace jego wiasciwosci fizykoche-
micznych oraz roli fizjologicznej.

Il. Polimorfizm genetyczny biatka wigzacego witaming D (DBP —Go

W wielu laboratoriach w Europie i USA, zajmujacych sie oczyszcza-
niem i badaniem DBP z surowicy, stwierdzono immunologiczng identycz-
no$¢ tego biatka z grupowo-specyficznym (Gc) skitadnikiem biatkowym
krwi ludzkiej (15). Ludzkie biatko Gc zostato wykryte przeszio 20 lat temu
przez Hirschfelda (16). Przez diugie lata nie wiedziano nic o roli
tego biatka, co znalazto odbicie w nazwie nadanej przez odkrywce — sktad-
nik grupowo-specyficzny. Dopiero w 1975 r. Daiger stwierdzit, ze
biatko Gcwigze witamine D i jej metabolity (15).

Do tego czasu biatko Gc znane byto jedynie jako genetyczny znacznik
w badaniach ludzkich populacji. Biatko to wykazuje polimorfizm gene-
tyczny. Zastosowanie immunoelektroforezy ujawnito trzy gtéwne fenotypy
biatka: Gcl-1, G2-1, Gc2-2. Sg one produktem pojedynczego, autosomal-
nego genu z dwoma wspétdominujacymi allelami GQ i Gc2, obecnymi
w populacjach ludzkich na catym s$wiecie (17, 18).

Elektroforeza na zelu poliakryloamidowym wykazata obecno$¢ dwoch
pasm biatkowych: Gca i Gclk, w surowicy ludzi homozygotycznych
w stosunku do allelu GQ (Gcl-1) i jednego pasma biatkowego Gc2k
w surowicy ludzi homozygotycznych w stosunku do allelu G2 (G2-2)
(18).

Pasmo biatkowe Gcla ma punkt izoelektryczny blizszy anody, a pasmo
biatkowe Gclk ma punkt izoelektryczny blizszy katody. Obserwowane
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réznice w ruchliwosci elektroforetycznej Gcela i Gcelk wynikajg z réznej
zawartos$ci kwasu sjalowego.

Jak podaje Svasti i wsp. (18) Gcla zawiera [,16°/0 tego kwasu,
Gcelk 0,17% a Gc2k 0,57%. Enzym sjalidaza (neuraminidaza) redukuje
ruchliwo$¢ elektroforetyczng Gcela do tej jaka ma Gclk, natomiast nie
zmienia ruchliwosci Gclk i Ge2k, co sugeruje, ze obserwowane roznice
majg charakter posttranslacyjny (19).

Poza szeroko rozpowszechnionymi allelami GCQ i G2, poznano szereg
innych alleli genu Gcwystepujgcych w takich grupach populacyjnych jak:
Japonczycy, Eskimosi, Indianie amerykanscy i Indianie pochodzenia au-
stralijskiego (15). Prace Contansa z 1979 r. (20, 21) opisujg 30 roz-
nych alleli wsp6tdominujgcych pojedynczego, autosomalnego locus. Biorgc
pod uwage bogactwo odmian genetycznych produktu genu Gc, nasuwa
sie pytanie, czy wsérdéd osobnikéw o réznych fenotypach biatka wigzacego
witamine D, zachodzg ré6znice w zdolnosci wigzania witaminy D i jej
metabolitow. Odpowiedz mozna znalez¢ w pracy Kawakami i wsp.
(17), ktorzy wskazujg, ze zarowno powszechne odmiany genetyczne bial-
ka Gc, jak i rzadsze odmiany, wystepujagce we krwi ludzi zamieszkuja-
cych Nowg Gwinee i we krwi Indian Cippewa, majg podobne wilasciwo-
§ci wigzania witaminy D3i jej metabolitow. We wszystkich opisywanych
przypadkach biatko Gc wykazywato najwieksze powinowactwo do
25 OHDa, za$ mniejsze do witaminy D3i 1,25 (OH)D3

Ciekawych wynikéw dostarczyty badania ludzkich populacji pod ka-
tem czestoSci wystepowania w nich alleli Ge2 i G2. Zaobserwowano,
ze oba te allele sg obecne we wszystkich ludzkich populacjach, z tym, ze
allel GC wystepuje czeSciej w poréwnaniu z allelem Gc2. Czestos¢ alle-
lu G2 w rdznych populacjach miesci sie w granicach 5—40% (15). Zwr6-
cono tez uwage, ze allel G2 jest bardziej powszechny w populacjach ludz-
kich zamieszkujgcych w pdinocnych szerokosciach geograficznych (15).
Mourant i wsp. (22) sporzadzili mape Swiata, na ktorej zaznaczyli cze-
sto§¢ wystepowania allelu G2 w populacjach ludzkich i poréwnali to
z intensywnoscig nastonecznienia. Poza pewnymi wyjatkami tereny o sil-
nym nastonecznieniu pokrywaty sie z niskg czestoscig allelu Ge2 w popu-
lacjach i odwrotnie. Probowano doszuka¢ sie w tej zbieznoSci wyniku na-
turalnej selekcji. Biatko bedace produktem allelu Gc2 powinno zgodnie
z tym wykazywaé wieksze powinowactwo do 25 OHD3 anizeli biatko be-
dace produktem allelu Gcl, gdyz mniejsze nastonecznienie to jednocze$nie
mniejsza ilos¢ syntetyzowanego w organizmie 25 OHD3 Jednakze na pod-
stawie wynikow Kawakami i wsp. (17) nie wydaje sie, zeby jakos$-
ciowe lub iloSciowe réznice w wigzaniu witaminy D3 i jej metabolitow,
odpowiedzialne byty za selekcje w locus Gci za utrzymanie sie polimor-
fizmu tego systemu.
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I11. Struktura i witasciwosci fizyko-chemiczne biatka wigzgcego
witamine D w surowicy

Biatko wigzace witamine D (DBP) wyizolowano i scharakteryzowano»
pod wzgledem fizyko-chemicznym w trzech laboratoriach (23, 24, 25).
Jak wykazata elektroforeza w Zelu agarozowym (24), DBP jest alfa-globu-
ling. Biatko to zbudowane jest z pojedyniczego taricucha polipeptydowego,.
do ktérego przytagczone sa grupy kwasu sjalowego, (weglowodany) wrazli-
wego na neuraminidaze (15, 18).

Oczyszczone DBP ma mase czgsteczkowg rzedu 51 000-58 000, z czego”
grupy weglowodanowe stanowiag 3-4%.

Wspébiczynnik sedymentacji DBP wynosi 3,4-4,2 S (15, 23, 25, 26).
Punkt izoelektryczny apobiatka ma warto$¢ 5, a po zwigzaniu z 25 OHD3
przesuwa sie w kierunku anody o 0,1 jednostki pH (19).

Ustalono, ze DBP krgzy we krwi gtéwnie w formie apo w stezeniu
6-9X10-6 M (15, 27). Jedna czgsteczka DBP wigze jedng czasteczke
25 OHD3 Taki sam stosunek Imol:Imol obserwuje sie w wypadku
witaminy D3 24,25 (OH)2D3i 1,25 (OH)2D3 (Tab. 1). Biatko wigzace wita-
ming D (DBP) wykazuje najwieksze powinowactwo do 25 OHD3 niemali
identyczne do 24,25 (OH)2D3i mniejsze do 1,25 (OH)D3i witaminy D3

Tabela 1
Ogolna charakterystyka DBP
Ruchliwo$¢ elektroforetyczna -globulina

Struktura chemiczna pojedynczy tancuch polipeptydowy +
+ 3-4% weglowodandéw (kwas sjalo-
wy)

Masa czasteczkowa 51 000—58 000

Wspo6tczynnik sedymentacji 3,45—4,2S

Punkt izoelektryczny +5

Stezenie w surowicy 6—9x 10“6 M

Wiagzanie z ligandem 1mol:l mol

Miernikiem powinowactwa do ligandéw sa state asocjacji wyliczone
przez Kawakami i wsp. (17): KA= 1-2X10M-1 dla 25 OHD3
i 24,25 (OH)D3 Ka= 1X10M™M-1 dla 1,25 (OH)D3i KA= 3-4K10~"1dla
witaminy D3 (Tab. 2).

Fakt wysokiego stopnia powinowactwa DBP do metabolitbw witami-
ny D3zostat wykorzystany w diagnostyce metabolizmu witaminy D, jako
podstawa metody radiokompetycyjnej. Znalazto to zastosowanie w bada-
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Tabela 2
Powinowactwo DBP do ligandéw
Rodzaj ligandu Stata asocjacjitKA
25 OHD3, 24,25(0H)2D 3 1—2x108M"1
1,25(0H)2D3 1x 107 M"'1
Witamina D3 3—4x 105M*1

niach klinicznych przy oznaczaniu poziomdéw 25 OHD3 i 24,25 (OH)D3
w surowicy krwi ludzkiej.

Synteza DBP ma miejsce w watrobie. Biatko wykrywalne jest we krwi
ptodu miedzy 10-tym a 13-tym tygodniem zycia ptodowego (15). Poziom
DBP we krwi kobiet jest taki sam lub nieznacznie wyzszy w poréwnaniu
do poziomu we krwi, mezczyzn. U kobiet ciezarnych i po podaniu estro-
genéw poziom DBP znacznie wzrasta (28). Natomiast nizszy poziom tego
biatka obserwuje sie we krwi noworodkéw. Dopiero we krwi kilkuletnich
dzieci poziom DBP osigga warto$¢ poréwnywalng do tej, jaka wystepuje
u dorostych (15, 28).

Interesujgcy jest obserwacja, ze niedobor witaminy D nie zmienia w spo-
s6b istotny stezenia DBP we krwi (26). Takze zmiany w poziomie 25 OHD3
nie pokrywajg sie ze zmianami w stezeniu DBP we krwi. Stwierdzono to
badajac sezonowe wzrosty poziomu 25 OHD3 we krwi dzieci w okresie
letnim kiedy na skutek zwiekszonego naswietlania promieniami ultra-
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Ryc. 2. Poziomy DBP (czarne kotka) i 25 OHD3 (biate koétka) w surowicy dzieci,
mierzone w okresie kolejnych 16-tu miesiecy (wg. 28). Przebadano grupe 16-tu dzieci
op6znionych we wzroscie.
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fioletowymi wystepujg istotne réznice w poziomach 25 OHD (28). Steze-
nie DBP we krwi w tych przypadkach nie zmienito sie pozostajagc na sta-
tym poziomie. llustruje to ryc. 2. Podobnie u pacjentow poddawanych
hemodializie i leczonych wysokimi dawkami witaminy D nie zaobserwo-
wano korelacji pomiedzy poziomami DBP i 25 OHD3we krwi (28).

Liczne, réwnoczesne pomiary stezenia 25 OHD3 i DBP w surowicy
osobnikéw zdrowych i w rdznych stanach chorobowych, sktaniajg do
konkluzji, ze nie ma wspotzaleznosci ilosciowej miedzy poziomami obu
tych zwigzkéw (28).

IV. Wigzanie witaminy D i jej metabolitow przez inne biatka

Zagadnienie wigzania metabolitbw witaminy D rozszerzono o bada-
nia w réznych grupach systematycznych zwierzat. Ujawniono, ze w przy-
padku ryb chrzestnoszkieletowych i ptazow witamine D transportujg po
zwigzaniu tylko lipoproteiny za$ w przypadku ryb kostnoszkieletowych,
gadéw i ssakéw lipoproteiny prawdopodobnie transportuja witamine D
z przewodu pokarmowego przez limfe do krwi, gdzie jest ona przechwy-

16 Witamina D 250HD

=~
-

24,25 (OH),D

N
o

e
N

/
/
/

4 » /',}f—/
"/ / ¢
-- ;_;_;;'....s..‘/

0 02 1 10 50 0,2 1 10 50
Dodane sterole nmol/ml surowicy

Wiqzanie steroli nmol/ml surowicy
o

[+
T

Ryc. 3. Powinowactwo witaminy D i jej metabolitow do biatek ludzkiej surowicy
(wg. 31). Do surowicy ludzkiej dodawano radioaktywne metabolity witaminy D,
po czym mierzono radioaktywnos¢ w 3-ch frakcjach biatkowych: DBP —czarne
kétka; lipoproteiny — biate koétka; albumina — tréjkaty.
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tywana przez DBP (26, 29). Edelstein (30) wykazat, ze u ptakow
moze wystepowaé wiecej takich biatkowych systeméw transportujacych,
a ponadto witamina D i 25 OHD moga by¢ transportowane przez rdzne
biatka.

Biorgc pod uwage wysoka specyficzno$¢ DBP w stosunku do wita-
miny D i jej metabolitbw, postanowiono pytanie czy zwiazki te moga
by¢ wigzane i transportowane takze przez inne biatka surowicy. Badania
powinowactwa witaminy D i jej metabolitow do biatek surowicy, pro-
wadzone in vitro (30, 31, 32, 33) ujawnity, ze w warunkach fizjologicznych
witamina D3 wigzata sie w 60% z DBP, w 40% z lipoproteinami i <C0,I°/o
z albuming. 25 OHD3 i 24,25 (OH)2D3 wigzaly sie w 98% z DBP, w 2%
z lipoproteinami, <0,1% z albuming, natomiast 1,25 (OH)2D3 w 62%
z DBP, w 15% z lipoproteinami i w 23% z albuming. Pojemno$¢ wigzania
DBP byta podobna dla wymienionych wyzej 4-ch steroli i wynosita oko-
to 5 nmol/ml surowicy. Wraz ze wzrostem iloSci dodawanych metabolitow
witaminy D (ponad stan wysycenia DBP) obserwowano dalsze ich wigza-
nie sie z lipoproteinami i albuminami, przy czym witamina D3 miala
wieksze powinowactwo do lipoprotein, a jej metabolity — 25 OHD3
24,25 (OH)2D3i 1,25 (OH)2D3 do albuminy. llustruje to ryc. 3 zaczerpnieta
z pracy Silver i Fainaru (31).

V. Biatko cytosolowe wigzgce witamine D

Niezaleznie od biatka wigzgcego witamine D o statej sedymentacji
3,4-4,2S (DBP), wykryto réwniez biatko wigzace specyficznie 25 OHD3
o0 statej sedymentacji 5-6S. Biatko to wystepuje w cytosolu tkanek jadro-
wych cztowieka, szczura i kurczaka (27, 34, 35, 36, 37, 38), a takze
w cytosolu erytrocytdw ptakéw (35). Nie stwierdzono natomiast jego
obecnosci w cytosolu ludzkich erytrocytéw (35, 39). Zwr6cono uwage na
podobienstwo biatka 5-6S do DBP z krwi, wyrazajace sie jednakowg spe-
cyficznoscig wigzania ligandéw. Wykazano réwniez S$ciste immunologicz-
ne podobieristwo DBP i sktadnika ekstraktu tkankowego ludzkiego jadra,
ptuca, watroby, jelita cienkiego, serca (27, 37) oraz nerki (39). Stata sedy-
mentacji biatka cytosolowego z tych tkanek wynosita 5-6S. Biatko to
reagowato z przeciwciatem przeciwko DBP z krwi (36, 37). Zastuga
Van Baelena i wsp. (39) bylo ustalenie, ze biatko wigzace 25 OHD3
z cytosolu nerkowego jest kompleksem biatka transportujgcego 25 OHD3
(DBP) i skiadnika cytosolowego o statej sedymentacji 4S. Sam skiadnik
cytosolowy 4S nie ujawniat zdolnosci wigzania steroli. Stwierdzono, ze
jest to biatko, gdyz po inkubacji cytosolu z trypsyna znikata zdolnos¢
kompleksujgca z DBP. Metodg filtrowania na zelu ustalono ciezar cza-
steczkowy tego biatka, wynoszacy w przypadku erytrocytow ptasich
39 000 (35). Zbadano réwniez stopien powinowactwa cytosolowego biat-
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ka 4S do DBP. Kompleks ten charakteryzuje sie wysokim *powino-
wactwem, wyrazonym przez stalg asocjacji KA= 1,8X10M™M_1. Wysycenie
DBP przez ligandy sterolowe nie miato wptywu na warto$é¢ KA jak row-
niez na pojemnos$¢ wigzania sktadnika cytosolowego (35).

Poniewaz masa czasteczkowa catego kompleksu, oznaczona metoda
filtrowania na zelu (27) ma warto$¢ 98 000, a komponentow 58 000 i 39 000,
stosunek czasteczkowy miedzy tymi komponentami wynosi 1:1.

Kompleksowy charakter cytosolowego biatka wigzgcego 25 OHD3o0 sta-
tej sedymentacji 5-6S, potwierdzita jego dysocjacja po ogrzaniu cyto-
solu do 60°C. W tych warunkach zaobserwowano uwalnianie biatka cha-
rakterystycznego dla krwi, o statej sedymentacji 3,4-4,2S. Sktadnik cyto-
solowy wrazliwy na ogrzewanie ulegat najprawdopodobniej denaturacji
cieplnej (39).

W wielu laboratoriach (35, 37, 39) badano powstawanie kompleksu
5-6S in vitro. Surowice znakowang 25 OH[H]D3 inkubowano z cytoso-
lem jelita szczura (36, 37) lub cytosolem ludzkich miesni szkieleto-
wych (35). Jak ustalono, dodana w postaci znakowanego 25 OHD3 radio-
aktywnos$¢, wystepowata we frakcji o statej sedymentacji 5-6S, cha-
rakterystycznej dla cytosolowego biatka wigzacego (35, 37, 39). Stwier-
dzono roéwniez, ze taczenie DBP z krwi ze skiadnikiem cytosolowym 48,
jest procesem wysycalnym. Wraz ze wzrostem iloSci dodawanego cyto-
solu, zwiekszata sie ilos¢ kompleksu 5-6S (39). Na uwage zastuguje fakt,
ze kompleks powstawat takze podczas inkubacji cytosolu tkanek szczura
i ludzkiej surowicy, co przemawia za brakiem specyficznosci gatunko-
wej.

Bioragc pod uwage wszystkie powyzsze dane nasuwa sie pytanie, czy
biatko cytosolowe 5-6S wigzace 25 OHD3 ma znaczenie fizjologiczne, czy
tez jest artefaktem powstatym podczas preparowania cytosolu, wynika-
jacym z zanieczyszczenia surowicg. Potwierdzenia niefizjologicznego
powstawania kompleksu mozna znalezé w pracach Kream i Van
Baelen (37, 39). W izolowanych komérkach jelitowych przemywanych
buforem autorzy ci nie obserwowali obecnosci cytosolowego biatka 5-6S.
Natomiast kiedy komérki homogenizowano z dodatkiem surowicy lub do
otrzymanego cytosolu dodawano surowice, biatko pojawiato sie (37).
Podobnie, w cytosolu pochodzacym z komdrek hodowli tkankowej nerek
szczura, nerek ludzkich i fibroblastow skory ludzkiej, nie znaleziono
kompleksu 5-6S, natomiast wystepowato biatko kompleksujgce 4S (39).
Jednakze sam fakt, ze biatko wigzace kompleks 5-6S nie pojawia sie
w kulturach komorkowych bez surowicy, nie jest jeszcze argumentem
przeciwko jego wystepowaniu in vivo, zwazywszy, ze w opisanych wa-
runkach moze zachodzi¢ uwarunkowana fizjologicznie konieczno$¢ wni-
kania biatka wigzacego witamine D z krwi (DBP) do komérki.

Za wystepowaniem biatka 5-6S in vivo przemawia fakt, ze kompleks
powstaje w fizjologicznym pH 7,4 i 9,0 (27), natomiast do swej dysocjacji
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wymaga tak nienaturalnych warunkéw jak: ogrzewanie w 60°C, wysokie
stezenie soli, czynniki denaturujgce, 1% SDS (27). Obecno$¢ obu biatek
wigzacych 25 OHD3 o wspotczynnikach sedymentacji 5-6S i 3,4-4,2S
w ptynie fizjologicznym, jakim jest mleko, potwierdza réwniez koncepcje
wystepowania kompleksu in vivo (34, 39).

Na podstawie tych spostrzezen Hol1llis (34) sugeruje, ze biatko
wigzgce witamine D3 (DBP), przechodzac przez system gruczotéw mlecz-
nych, kompleksuje ze sktadnikiem cytosolowym 4S i daje w efekcie biat-
ko 5-6S. W swojej ostatniej pracy (40) Ho1lis potwierdzit $ciste immu-
nologiczne podobienstwo biatka wigzgacego witamine D wykrytego w mle-
ku do biatka DBP pochodzacego z krwi. Stwierdzit on jednoczesnie, ze
ilos¢ DBP w serwatce mleka zalezy od etapu laktacji. Wyzszy poziom
(18 jAgl) obserwuje sie we wczesnym okresie, za$ nizszy (3 [¢g/l) po
3-ch tygodniach. W procesie sekrecyjnym 25 OHD3 przechodzi jego zda-
niem (40) przez system gruczotu mlecznego jako frakcja $ciSle zwigzana
z DBP, a nastepnie jest uwalniane do warstwy lipidowej mleka.

Zagadnieniem wymagajagcym ciagle zbadania i wyjasniania jest rola
drugiego sktadnika kompleksu — biatka cytosolowego o statej sedymen-
tacji 4S. Biatko to mogtoby utatwiaé wejscie do komdrki, magazynowanie
lub transport wewnatrzkomorkowy metabolitow witaminy D zwigza-
nych we krwi z DBP. Istnieje tez mozliwos$é, ze peini ono wszystkie
te trzy funkcje (35). Nie wykluczone réwniez, ze biatko kompleksujace 4S
przyczynia sie do dimeryzacji DBP z krwi, co w przypadku innych hor-
monow sterydowych ma znaczenie w interakcji z chromatyng komarki.

V1. Biologiczna rola biatka wigzacego witaminge D

Pomimo zaawansowanych prac nad DBP, ciggle brakuje jednoznacz-
nej odpowiédzi na pytanie, jaka jest witasciwie rola tego biatka, jak
rowniez w jakim celu wigze ono witamine D i jej metabolity. Sprawa
wyjasnitaby sie, gdyby natrafiono na przypadek mutacji zmieniajacej
centrum aktywne biatka az do utraty zdolnoSci wigzania przez to biatko
metabolitow witaminy D. Jednakze, jak dotad nie spotkano osobnika,
u ktérego biatko DBP nie wigzatloby metabolitdw witaminy D (15). Nie
zaobserwowano tez, aby przyczynag bezposrednia lub posrednig ktorej$ ze
znanych w medycynie chor6b, byt znamiennie zmieniony poziom DBP.
Wyjatek stanowi marsko$¢ watroby, gdzie nizszy od normalnego poziom
DBP, wynika prawdopodobnie z zaburzenia jego syntezy majacej miejsce
wiasnie w watrobie, bedgc skutkiem a nie przyczyng choroby. W ta-
beli 3 zamieszczono-podane przez Bouillon (28) poziomy DBP we krwi
osobnikéw zdrowych i pacjentéw z zaburzeniami gospodarki wapniowo-fos-
foranowej. Poniewaz DBP nie ma cechy, ktdrg mozna by bezpos$rednio
odnies¢ do jego funkcji, badacze tego problemu skupili swojg uwage nad
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niewspotmiernosciag miedzy molarng zdolnoscia wigzania witaminy D,
a endogennym poziomem jej metabolitow. Jak ustalono, w warunkach
fizjologicznych DBP jest wysycone przez te zwigzki najwyzej w 5%.
Stan wysycenia pojawia sie przy wyzszych ilosciach metabolitéw wita-
miny D. W zwigzku z tym biatko to, mogtoby petni¢ role ochronng prze-
ciwko zatruciu witaming D (15, 26), wynikajagcym z przedawkowania
u dzieci lub nadmierng jej syntezg w skorze. Jak podaje Bouillon (26)
toksyczny poziom wolnego 25 OHD moze by¢ efektem nawet jednorazo-
wego naswietlania stonecznego.

Tabela 3
Poziomy DBP (mg/l) w surowicy ludzkiej w przypadku réznych choréb (wg 28)

Jednostka chorobowa Stezenie DBP w surowicy ludzkiej

mg/l
Osobnicy zdrowi 34061
Krzywica (Osteomalacja) 329+34
Pierwotna osteoporoza 351+40
Pierwotna nadczynno$¢ przytarczyc 35427
Program przewlektych dializ 346+44
Nadczynno$¢ tarczycy 323123
Akromegalia 404 +44
Niedobd6r hormonu wzrostu 348 +44
Marsko$¢ watroby 273+67

Za rolg ochronng DBP przeciwko zatruciu witaming D przemawia
tez obserwacja, ze biatko to moze dziata¢ jako inhibitor nerkowej 1-hy-
droksylazy 25 OHD3 (41). Jak ustalono, oczyszczony inhibitor ma wspot-
czynnik sedymentacji 4S i mase czasteczkowag 52000 (tak jak DBP).
Stwierdzono réwniez, ze przeciwciata specyficzne w stosunku do inhibi-
tora 1-hydroksylazy 25-hydroksycholekalciferolu precypituja z DBP (41).

Daiger (15 i Bouillon (26) postulujg, ze oprocz roli ochron-
nej przeciwko zatruciu witaming D, DBP mogtoby tez petni¢ funkcje
magazynujacg ten zwigzek. Wynika to z tego, ze witamina D dostarczona
jest okresowo, zarbwno w pokarmie, jak i po nastonecznieniu, wobec czego
potrzebny jest system zapewniajacy stata podaz i uzupetnienie w przy-
padku jej niedoboru (Ryc. 4). Daiger (15) w swoich rozwazaniach pré-
buje potaczy¢ funkcje ochronng i magazynujgcg biatka DBP=G G wysu-
wajagc hipoteze, ze jedno z bialek Gc mogloby by¢ bardziej efektywne
w zabezpieczaniu przed hyperkalcemig wynikajagcg z przedawkowania wi-
taming D, a drugie w zabezpieczeniu przed krzywica, bedacg efektem
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Skéra
\
v //
N ¥
Witamina D

Forma nieaktywna

Nerki

24,25/0H/2D3
25,26/0H/2D)

1,25/0H/2D3

Tkanki docelowe

Ryc. 4. Schemat metabolizmu witaminy D uwzgledniajacy przestrzenne rozmiesz-
czenie kolejnych etapéw przemiany w organizmie.

niedoboru witaminy D. Bytoby to jednocze$nie uzasadnienie polimorfiz-
mu genetycznego biatka DBP=GC Atrakcyjne te hipotezy czekajg nadal
na wiarygodne wyjasnienie i udokumentowanie.
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Stownictwo zwiazkéw grupy witaminy D wymienionych w artykule

skroty nazw nowa zalecana

nazwa zwyczajowa stosowane nazwa zwyczajowa
w artykule

cholekalcyferol witamina D3 kalcy-ol lub cholekalcyferol
nadal dozwolony

ergokalcyferol witamina D2 erkalcy-ol lub ergokalcyferol
nadal dozwolony

25-hydroksycholekalcyferol 25-OH D3 kalcydiol
nie wskazany

24(R),25-dihydroksycholekalcy-  24,25(0H)2 D3 (24R)-hydroksykalcydiol

ferol nie wskazany

1,25-dihydroksycholekalcyferol  1,25(0OH)2 D3 kalcytriol

nie wskazany

25,26-dihydroksycholekalcy- 25,26(0OH)2 D3 26-hydroksykalcydiol
ferol nie wskazany
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l. Wstep

Aminy katecholowe uznaje sie od dawna za istotne regulatory wielu
komdrkowych procesdw biochemicznych. Syntetyzowane z tyrozyny sg
magazynowane a nastepnie wydzielane przez chromochtonne komorki
rdzenia nadnerczy oraz uwalniane z zakorczeA nerwowych neuronéw
mozgu oraz uktadu autonomicznego. Uwolnione do szczeliny synaptycz-
nej aminy katecholowe oddziatujg z receptorami adrenergicznymi, wy-
specjalizowanymi fragmentami bton pre- i postsynaptycznych. Powo-
duje to oprécz neurotransmisji aktywacje szeregu charakterystycznych
dla okreslonych ;kanek i narzadow reakcji metabolicznych. Przykta-
dami sa: regulacja przemiany weglowodanow, lipoliza, obwodowy me-
tabolizm hormonoéw tarczycy, sekrecja amylazy i insuliny a takze re-
akcje zwigzane z procesami skurczow mieéni oraz wiele innych. Reakcje
tkanek i narzadéw zaleza od rodzaju docierajagccyh do nich katecho-
lamin, ich stezenia a takze od wiasciwosci czy klasy oddziatujgcych
z nimi receptorow adrenergicznych. Ponadto odpowiedzi komorkowych
receptoréw adrenergicznych zalezg nie tylko od specyfiki okre$lonego
narzgdu lecz rowniez od ré6znic gatunkowych (1), wieku organizmu (2),
temperatury S$rodowiska (3-6), stopnia kolaryzacji btony komdrkowej,
sktadu jonowego i pH pityndéw ustrojowych (7), obecnosci szeregu me-
tabolitéw (8, 9), a takze hormondéw. Znaczna cze$¢ amin katecholo-
wych pobierana jest zwrotnie przez zakonczenia nerwowe uktadu wspoét-
czulnego na przyktad w sercu, $ledzionie, ptucach i komérkach chro-
mochtonnych. Cze$¢ za$ wydzielonych z pecherzykéw ziarnistych za-
kofnczen nerwowych amin katecholowych, ulega inaktywacji. Zachodzi
ona pod wptywem O-metylotransferazy S-adenozylometionina: katechol
(EC 2.1.1.6) oraz dezaminujgcej oksydoreduktazy monoamina: tlen,
(EC 1.4.3.4).

W pracy zebrano dane dotyczace klasyfikacji i lokalizacji receptorow
adrenergicznych, ich budowy i mechanizméw dziatania.

Il. Klasyfikacja i lokalizacja receptoréw adrenergicznych

Obecnos¢ w komorkach receptoréw adrenergicznych specyficznie wig-
zacych aminy katecholowe zasugerowat po raz pierwszy Dale (10). Wy-
kazat on, co potwierdzity inne poOzniejsze badania, ze ergotamina, alka-
loid sporyszu, znosita wywotywany dziataniem adrenaliny skurcz naczyn,
nie hamowata za$ rozkurczu mies$ni gtadkich oskrzeli, oraz stymulowa-
nych przez adrenaline fizjologicznych nastepstw pobudzenia mie$nia ser-
cowego. Podobne dziatanie jak ergotamina, wykazaty haloalkiloaminy,
gtdwnie fenoksybenzamina. PdZniejsze obserwacje sugerowaly dwojaki,
czesto przeciwstawny charakter odpowiedzi fizjologicznych narzadéw na
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szereg amin katecholowych, ktorych efekty wybiérczo hamowaty niektdre
leki. Obserwacje te pozwolity Ahlauistowi (11), wyr6zni¢ dwa typy
receptorow adrenergicznych, ktére nazwal receptorami a i @ Klasyfika-
cje te stosuje sie do dzi$ bez zasadniczych zmian. Nagromadzajace sie za$
z czasem fakty staty sie powodem wyréznienia podklas receptorow.
Obecnie rozréznia sie receptory adrenergiczne ai, a2 oraz i R

11-1. Receptory adrenergiczne a

Receptory adrenergiczne a wystepujg gtownie w miesniach gtadkich,
ale znaleziono je takze w miesniu sercowym, miesniach szkieletowych,
moézgu oraz w innych narzadach. Receptory te oddziatujg zaréwno z en-
dogennymi aminami: adrenaling i noradrenaling jak i egzogennymi: feny-
lefryng i izoproterenolem. Zwigzki bedace typowymi substancjami agoni-
stycznymi dla receptorow adrenergicznych tej klasy uszeregowano wedtug
malejacej zdolnosci wywotywania takich efektéw fizjologicznych jak:
skurcz naczyn, skurcz mie$ni macicy, wyciagniecie trzeciej powieki, skurcz
zrenicy i spadek napiecia miesni jelit. Oprocz agonistdw, z receptorami
adrenergicznymi oddziatujg takze zwigzki zwane antagonistami, ktore
powodujg czeSciowe lub nawet catkowite zahamowanie fizjologicznych
efektow wskazujagcych na pobudzenie receptorOw przez agonistow.
W wiekszosci przypadkéw zwigzki antagonistyczne charakteryzuje podob-
na do typowych agonistow struktura a czesto i zblizone powinowactwo do
receptoréw. Do typowych antagonistow tej grupy receptoréw nalezg: al-
kaloidy sporyszu, fentolamina, fenoksybenzamina i wiele innych. Typowe
substancje o dziataniu agonistycznym i antagonistycznym receptoréw
adrenergicznych a zebrano w tabeli 1

W celu dalszego usystematyzowania wiedzy o receptorach adrener-
gicznych a, Langer (12) i Starke (13) wyroznili wsréd biatek bto-
nowych tej grupy dwie podklasy: a! i a2 Podzialu tego dokonano na
podstawie réznic w wystepowaniu tych receptoréw w bionach komorek
wrazliwych na aminy katecholowe, ich powinowactwa do ligandéw re-
ceptoréw a a takze fizjologicznych reakcji wywotanych przez oddziatujgce
z nimi farmakologiczne czynne substancje.

Receptory adrenergiczne a zwigzane z zewnetrznymi powierzchniami
pozaneuronalnych bton komdrek docelowych nazwano alt PoSredniczg one
w typowych dla okre$lonych tkanek i narzagdéow reakcjach metabo-
licznych. Receptory aj wigzg znacznie silniej fenoksybenzamine i prazo-
syne anizeli johimbine. Natomiast statle powinowactwa receptoréw adre-
nergicznych cii i a2 do fentolaminy czy alkaloidow sporyszu sg zblizone.
Wskazuje to na brak specyficzno$ci dziatania tych dwu antagonistycznych
substancji.

Receptory adrenergiczne a2 okreslane niekiedy jako autoreceptory,
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wystepujag w presynaptycznych btonach nerwéw sympatycznych. Regu-
lujg one wydzielanie neuromediatorow do szczeliny synaptycznej. Wyka-
zano, ze niektére zwiagzki o dziataniu agonistycznym hamujg wydzielanie
noradrenaliny z zakonczen nerwowych uktadu autonomicznego. Substan-
cje, ktore charakteryzujg sie natomiast jedynie wysokim powinowactwem
do receptorow adrenergicznych a2 powodowaly wzrost wydzielania tego
neuromediatora do przestrzeni synaptycznej. Receptory a2 oddziatujgc
z licznymi ligandami, wykazujg szczegOlnie wysokie powinowactwo do
johimbiny, niskie za$ do prazosyny i fenoksybenzaminy. Wprowadzona
klasyfikacja wydaje sie by¢ bardzo uzyteczna. Tym niemniej receptory
niektdrych wyspecjalizowanych pozaneuronalnych bton plazmatycznych
w odpowiedzi na dziatanie ligandow przypominaty typowe receptory pre-
synaptyczne (14, 15). Przyktadami farmakologicznie czynnych receptoréw
adrenergicznych a2w btonach pozaneuronalnych sg receptory ptytek krwi
cztowieka (16), komorek wielu linii hodowlanych in vitro (17), i recepto-
ry skory indyka (18). Dane te $wiadczy¢ moga o bardzo szerokim i zrézni-
cowanym wystepowaniu receptordw adrenergicznych a2

11-2. Receptory adrenergiczne @3

Receptory adrenergiczne @ wystepujg gtéwnie w mozgu, sercu, mies-
niach gtadkich oraz licznych narzadach, ktérych metabolizm regulowa-
ny jest przez adrenalinge. W sercu pobudzenie ich wywotuje dodatnie reak-
cje ino-, tono-, chromo, batmo-, i dromotropowe. Posrednicza one ponadto
w rozkurczu naczyn, spadku napiecia miesni gtadkich oskrzeli, jelit i ma-
cicy. Z receptorami @oddzialujg te same zwigzki agonistyczne co z recep-
torami a. Ich podatno$¢ na aktywacje przez katecholaminy maleje jednak
w odwrotnej, w stosunku do receptoréw adrenergicznych a, kolejnosci
i przedstawia sie nastepujgco: izoproternol, adrenalina, noradrenalina, fe-
nylefryna. Antagonistami tej klasy receptoréw sa: propranolol, dwuchlo-
izoproterenol, alprenolol oraz wiele innych. Typowe przyktady substancji
agonistycznych i antagonistycznych receptordw adrenergicznych @ przed-
stawia tabela 2.

W stosunku do receptoréw adrenergicznych @ o ktérych wystepowa-
niu i wrazliwosci na dziatanie licznych ligandéw pojawiato sie szereg
czesto sprzecznych informacji, proponowano wiele réznych klasyfikacji.
Opierano je zazwyczaj na stopniu wrazliwosci receptoréw okreslonego
narzadu wobec kilku zaledwie agonistow oraz znacznej liczby antagoni-
stow. Najmniej kontrowersyjne i zarazem najtrwalsze okazato sie wy-
réznienie dwaéch klas receptoréw Pi i (2 (19). Receptory |3Xobecne s
gtdwnie w sercu i jelitach. Powinowactwo ich do endo- i egzogennych
agonistow maleje w nastepujacej kolejnosci: izoproterenol > adrenali-
na — noradrenalina. Receptory adrenergiczne (R wystepujg przede wszy-
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stkim w oskrzelach, macicy i naczyniach krwionosnych. Wrazliwos¢ ich
w stosunku do niektérych agonistéw ksztattuje sie nastepujgco: izopro-
terenol > adrenalina > noradrenalina. Trzeba zaznaczy¢ przy tym, ze wy-
stepowanie receptorow adrenergicznych typu @ nie ogranicza sie jedynie
do tkanek normalnie unerwionych, gdyz wystepuja one np. w komér-
kach barwnikowych zZaby i jaszczurki Anolis a takze w lipocytach, ery-
trocytach, ptytkach krwi oraz komdrkach pecherza moczowego kregow-
cow.

I11. Budowa receptoréw

Receptory adrenergiczne zwigzane sg z btonami komdrkowymi, a w nie-
ktérych tkankach rdwniez z retikulum endoplazmatycznym (miesnie
szkieletowe, miesien sercowy). Ich obecno$¢ uwarunkowana jest gene-
tycznie. Charakterystyke receptoréw, w celu okre$lenia ich budowy, pro-
wadzono zaréwno przy niezmienionej strukturze blonowej jak i po solu-
bilizacji bton r6znymi detergentami. W badaniach tych wykorzystywano
zdolnosci specyficznego wigzania przez receptory a i 3zardwno agonistow
jak i antagonistow.

I11-1. Receptory adrenergiczne a

Opierajac sie na metodach izolowania btonowych receptoréw wigza-
cych acetylocholine (20, 21) wyodrebniono ze $ledziony bydlecej hydro-
fobowy lipoproteid, wykazujacy cechy receptora typu a (22). Wyekstraho-
wany mieszaning chloroformu z metanolem (2:1) i nastepnie oczyszczo-
ny na zelu Sephadex LH-20, kompleks lipoproteidowy (22), wigzat (3H)
noradrenaling przy niskich jej stezeniach (1X10-8M). Kinetyka wigza-
nia hormon-receptor wskazywata na wysoka specyficzno$¢ tej reakcji.
State dysocjacji tego kompleksu sugerowaly obecno$¢ miejsc wigzacych
o réznych witasciwosciach. Charakteryzowaty sie one réznym powino-
wactwem receptora a do znakowanej aminy biogennej. W skiad kom-
pleksu wigzgcego wchodzity takie lipidy jak: fosfatydyloetanoloamina,
fosfatydyloinozytol i fosfatydyloseryna. Nie stwierdzono natomiast obec-
nosci fosfatydylocholiny i sfingomielin. Stosunek fosfolipidow do biatek
w preparatach uptynnionych bton plazmatycznych wykazujgcych cechy
receptorow adrenergicznych a wynosit 6:25.

111-2. Receptory adrenergiczne P
Wyizolowanie receptoréw @w ich aktywnych formach stato sie mozli-

we dzieki zastosowaniu wspotczesnych metod chromatograficznych i roz-
nych sposobdw solubilizacji bton. Solubilizujac btony plazmatyczne po-
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echodzace z komér serc pséw, dezoksycholanem lub lubrolem PX wyod-
rebniono metodg chromatografii powinowactwa na zelu agarozowym
sprzezonym z noradrenaling biatka wigzace znakowang noradrenaline (23).
Kinetyka wigzania sie [#H] noradrenaliny z oczyszczonym na zelu biat-
kiem wskazywata na obecno$¢ w nim miejsc wigzacych o réznych witasci-
wosciach. Stwierdzono, ze znakowany ligand wigzat sie nie tylko z biat-
kami o masie czasteczkowej 40 000, ale przytlaczat sie takze do biatek
o czterokrotnie wyzszym ciezarze. Mogtoby to wynika¢ z agregacji pod-
czyszczonego na zelu receptora. Wydaje sie jednak mozliwe, ze biatka
0 masie czasteczkowej 40 000 stanowig wolny receptor, podczas gdy
te o wyzszym ciezarze czasteczkowym reprezentowa¢ mogg receptor nie-
dostatecznie oddzielony od towarzyszacych mu struktur btonowych. Sto-
sujac podobng metodyke wykazano, Zze elektroforetycznie jednorodne
biatko, o statej sedymentacji 9S specyficznie wigzato ZAHYP. Charakte-
ryzowato sie ono masg czasteczkowag 58 000 (24). Ponadto niska war-
tos¢ punktu izoelektrycznego (5,8) tego preparatu wskazywata na prze-
wage w nim aminokwaséw kwasnych. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze poréw-
nanie ruchliwosci elektroforetycznej receptorowych biatek wyizolowanych
roznymi metodami z serc pséw (23), z erytrocytéw zab (24) oraz indykow
{25) swiadczy o znacznych réznicach ciezardw czasteczkowych biatek bto-
nowych tej grupy, pomimo ze wykazujg one zblizone parametry Kkine-
tyczne.

Liczne wcze$niejsze hipotezy sugerowaty, ze receptory oprécz przy-
taczania roznych ligandéw wykazujg réwnoczesnie aktywnos$¢ enzyma-
tyczng, przejawem ktérej jest synteza cAMP.

Jednakze stosujgc frakcjonowanie metodg chromatografii powino-
wactwa solubilizowanym digitoning cieni erytrocytow wykazano, ze biatka
receptorowe sensu stricto nie wykazujg aktywnosci cyklazy adenylo-
wej (26). Potwierdzeniem odrebnos$ci strukturalnej i funkcjonalnej recep-
tora i cyklazy adenylowej byty takze wyniki badah nad kinetykg oddzia-
tywania znakowanych ligandow z btonami plazmatycznymi komorek mu-
tantdw pozbawionych aktywnosci enzymatycznej (27). Rdwnoczesnie wy-
kazano, ze w obce struktury bitonowe wbudowa¢ mozna jedynie biatka
specyficznie wigzace adrenergiczne ligandy (28—30). Ponadto wyodreb-
nione z bton plazmatycznych preparaty biatek receptorowych nie fgczyty
sie z nukleotydami guanylowymi. Tym niemniej sugerowano, cO nie zo-
stato jednak bezposrednio potwierdzone, ze biatka wigzace liczne @3 adre-
nergiczne ligandy sg rowniez miejscem wigzania GTP (31, 32).

Co wiecej, zardbwno oczyszczone receptory jak tez receptory zwigzane
z btong, wrazliwe sg na odczynniki redukujace wigzania dwusiarczkowe
(23, 26, 33). Wskazuje to, ze receptorami moga by¢ nawet pojedyncze
tancuchy polipeptydowe. Kinetyka wigzania [H] dwuhydroalprenololu
wskazuje, ze redukcja mostkow dwusiarczkowych dwutiotreitolem obniza
liczbe miejsc receptorowych, nie wywierajgc rownocze$nie wptywu na
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zmiane powinowactwa biatka wigzgcego wobec adrenergicznego antago-
nisty (33). Redukcja mostkéw dwusiarczkowych ma charakter reakcji dwu-
czasteczkowej i jest ponadto odwracalna. F.akt, ze ligandy o cechach za-
rbwno substancji o dziataniu agonistycznym jak i antagonistycznym za-
pobiegaja inaktywacyjnemu dziataniu dwutiotreitolu, wskazuje na mozli-
wos¢ konformacyjnych zmian w czasteczce receptora podczas tgczenia
sie z nim neurohormonu. Dane te sugerujg ponadto, ze mostki dwu-
siarczkowe wystepujg w poblizu miejsc receptorowych neurohormonoéw,
a nie w centrum aktywnym receptora.

Fizjologiczne obserwacje wykazaty, ze obnizenie temperatury izolowa-
nych serc zab i szczurow (34), powoduje wzrost powinowactwa recepto-
row adrenergicznych wobec typowych ligandéw cog. W identycznych eks-
perymentalnych warunkach typowe zwigzki antagonistyczne w znacznie
mniejszym stopniu obnizaty inotropowe efekty wywotywane adrenaling
i noradrenaling w izolowanych sercach. Rownocze$nie farmakologiczne ob-
serwacje sugerowaty, ze receptory adrenergiczne i 3sg odmiennym kon-
formacyjnie stanem tej samej struktury btonowej (35, 36), i moga podle-
ga¢ ponadto wewnatrzreceptorowej konwersji. Swiadczytby o tym fakt,
ze patologicznie skrajnie rézne ilosci kragzacych we krwi hormonéw tar-
czycy sg przyczynag czeSciowego odwrdcenia proporcji pomiedzy iloscig
receptorow a i @ przy prawie niezmienionej ogolnej puli receptorow (37).

Nie udato sie do tej pory scharakteryzowaé budowy chemicznej recep-
torow typu @ a w szczegolnosci struktury centrum aktywnego wigzgcego
neurohormon. Podczas oczyszczania preparatdw biatek receptorowych
technikg chromatografii powinowactwa stwierdzono, ze wzrost hydrofo-
bowosci ramion ligandéw sprzezonego z agaroza jest przyczyng obnizonego
odzysku biatek receptorowych z zelu (26). Oprdcz stabych oddziatywan
elektrostatycznych zaangazowanych w wigzanie neurohormonu z recep-
torem, prawdopodobnie nieposlednia role w tym procesie odgrywajg od-
dziatywania niepolarne. By¢ moze te ostatnie sity sa wynikiem obecnosci
lipidow w czasteczce receptora @ Dodatkowo, dane te pozwalajg przy-
puszczaé, ze receptory @podobnie jak wyizolowane ze $ledziony (22) lipo-
proteidy o cechach receptorow a stanowig chemicznie podobne czasteczki.
Tym niemniej, zarbwno badania Shorra i wsp. (24), jak i adsorpcja
(na kolumnach ze zmodyfikowang Sepharose) kompleksow receptor-biatko
wigzace guanylowe nukleotydy pochodzace z solubilizowanych bton ery-

trocytow zabich (38) sugeruja, ze biatka wigzgace aminy katecholowe sg
glikoproteidami.

IV. Mechanizm dziatania receptoréw adrenergicznych
Efekty biochemiczne bedace nastepstwem stymulacji adrenergicznej

sg rezultatem faczenia sie odpowiednich amin katecholowych z recepto-
rami i powstania ztozonego kompleksu.
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Sita z jaka okreSlone ligandy wywotuja charakterystyczne dla siebie
reakcje komérkowe zalezy od liczby receptoréw oraz ich powinowactwa do
badanych ligandéw. Zaréwno pobudzenie receptoréw zachodzace na skutek
przytaczenia sie do nich agonistow, jak i ich inhibicja bedgca rezultatem
wysycenia btonowych biatek antagonistami sg reakcjami odwracalnymi.
Rownoczesnie jednak, tylko w wyniku pobudzenia receptorow przez
zwigzki dzialajace agonistycznie obserwowane sg wyrazne zmiany w ak-
tywnosci szeregu enzymatycznych biatek blonowych. Rezultatem tego,
jak to ma miejsce w przypadku typowych receptor6w metabotropowych,
do ktorych zalicza sie receptory adrenergiczne (3 jest synteza cAMP, dru-
giego mediatora informacji przekazywanych komdérce za posrednictwem
amin katecholowych. Ten drugi mediator przemieszczajac sie w prze-
strzeni wewnatrzkomorkowej uczestniczy w aktywacji szeregu reakcji
enzymatycznych regulujgcych tempo przemian procesow biochemicz-
nych.

Pobudzenie receptoréw adrenergicznych prowadzi¢ moze takze do ak-
tywacji innych procesow wewngatrzbtonowych. Wynikiem ich, jak ma to
miejsce w przypadku receptoréw jonotropowych, do ktérych nalezg re-
ceptory adrenergiczne a, sg reakcje prowadzace do powstania zmian
w btonowych kanatach jonowych, za posrednictwem ktérych przemiesz-
czeniu ulegajg liczne jony. Koncowym efektem pobudzenia receptorow jo-
notropowych sg zmiany polaryzacji btony komorkowej. Tym niemniej
obecnie coraz wiecej jest danych wskazujacych, ze receptory adrenergicz-
ne a stanowiag typowe receptory metabotropowe.

IV-1. Interakcja receptoréow adrenergicznych @ z katecholaminami

Proces przytaczania sie neurohormonu do receptora adrenergiczne-
go (3 prowadzacy do powstania kompleksu hormon-receptor, ma poczat-
kowo charakter odwracalny (Ryc. 1). Z czasem jednak kompleks ten ulega
konwersji do formy dysocjujacej powoli. Nie jest jasne czy powstanie tej
formy receptora jest wynikiem oddziatywah z nim cyklazy adenylowej
sprzezonej z GTP (39), czy jak sugerowali inni autorzy (40, 41), zachodzi
niezaleznie od asocjacji guanylowych nukleotydéw z niekataliczng pod-
jednostka enzymu. Interakcji hormonu z receptorem towarzysza zmiany
konformacji receptorowego lipoproteidu do stanu nazwanego przez W ei
i wsp. (42) konformacjg agonisty. Asocjacja ta zapoczatkowuje cykl prze-
mian wewnatrzbtonowych, w wyniku ktoérych powstaje i uwalnia sie
cAMP, petnigcy role wewnatrzkomérkowego mediatora.

Powstaniu kompleksu hormon-receptor towarzyszy wyrazny wzrost
rozmiar6w biatka receptorowego. Wzrost ciezaru czasteczkowego recep-
tora nie jest wynikiem oddziatywania kompleksu hormon-receptor z cy-
klazg adenylowa. Oba bowiem biatka o réznych wiasciwosciach rozdzie-
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agonista + receptor®iu”,agonista —receptor

....... biatko wigzace GTP

agonista-receptor-biatko wiazace GTP

cyklaza adenylowa — GTP

agonista - receptor- biafko wigzace- GTP-GTP
cyklaza adenylowa

CAMP -* ATP

Ryc. 1. Schemat aktywacji cyklazy adenylowej i syntezy cAMP.

tono w odrebnych frakcjach (26, 43—45). Jest on natomiast wynikiem aso-
cjacji kompleksu hormon-receptor z biatkami wigzacymi nukleotydy
guanylowe (46). W nastepnym etapie pobudzenia komorki, powstaje nowy
kompleks ztozony z hormonu, receptora, biatka wigzgcego nukleotydy oraz
cyklazy adenylowej (47). Kompleks ten charakteryzuje wysokie powino-
wactwo do GTP oraz niewielka aktywno$¢ cyklazy adenylowej, gdy brak
jest GTP lub syntetycznych, nie podlegajacych hydrolizie jego analogow.
Aktywacja cyklazy adenylowej pod wpiywem amin katecholowych, in
vivo (48—50), zachodzi jedynie w obecnosci GTP po interakcji tego nu-
kleotydu z biatkami, ktore je wigza. Nastepstwem tego procesu jest po-
wstanie nowej, aktywnej enzymatycznie struktury blonowej, uwalniajacej
do Swiatta komdrki cAMP. Przemieszczajagc sie w cytoplazmie komérki
cAMP wigze sie ze specyficznymi kinazami w wyniku czego nastepuje
ich aktywacja. Kinazy te uczestniczagc w fosforylacji enzymatycznych bia-
tek, regulujg intensywno$¢ procesow zaleznych od cAMP. Jako jeden
z pierwszych poznany zostat wptyw kinaz zaleznych od cAMP na meta-
bolizm glikogenu (Ryc. 2).

Biatka wigzace guanylowe nukleotydy sg zdaniem Citri i wsp.
(51) ,,ruchomym pomostem” przenoszacym informacje z pobudzonego przez
neurohormon receptora na cyklaze adenylowg (38, 51). Regulatorowy za$
charakter GTP przejawiag sie tym, ze po przytaczeniu sie nukleotydu do
biatek wigzacych obniza sie wyraznie powinowactwo agonistow do recep-
toréw. Proces pobudzenia komdrki trwa do chwili hydrolizy GTP do GDP,
ktérej towarzyszy odigczenie wolnego hormonu i unieczynnienie recepto-
ra (52—>54). Hydroliza ta jest wynikiem aktywnosci GTP-azowej przeja-
wianej przez biatka wigzace guanylowe nukleotydy (53). Wprowadzenie
do Srodowiska toksyn cholery, ktére sg inhibitorami GTP-azowej aktyw-
nosci lub zastgpienie GTP przez Gpp(NH)p powoduje chroniczny stan
pobudzenia cyklazy adenylowej (53, 55—57). Zdaniem Williamsa
i Lefkowitza (39), proces inaktywacji receptora zachodzi najpraw-
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dopodobniej poprzez etap, w ktorym receptor wykazuje niskie powino-
wactwo do guanylowych nukleotydow. Tym niemniej jednak jak wyka-
zat Casseli Selinger (58) aktywacja cyklazy adenylowej zacho-
dzita réwniez przy wysokim wysyceniu miejsc wigzacych guanylowe nu-
kleotydy przez GDP, nie powodujac jednoczes$nie transfosforylacji GDP
do GTP.

Aktywacja cyklazy adenylowej bton plazmatycznych erytrocytéw in-
dyka wykazuje pewien okres opdznienia (53). Jest to zapewne rezulta-
tem etapu limitujgcego ponowna zdolno$¢ indukcji syntezy cAMP. Su-
gerowano, ze tym etapem jest dysocjacja GDP z miejsc wigzacych nu-
kleotydy (59). Proces ten powodujac odstoniecie miejsc wigzagcych nu-
kleotydy umozliwia przytaczanie sie do nich GTP. Za takim mechaniz-
mem przemawiala wzajemna zalezno$¢ pomiedzy szybkoscig dysocjacji
GDP, indukowang przez katecholaminy, a ponowna reaktywacjg cyklazy
adenylowej (58). Stwierdzono ponadto, ze stopieA aktywacji cyklazy ade-
nylowej pod wptywem izoproterenolu i Gpp(NH)p, mierzony w jednako-
wych przedziatach czasowych, jest odwrotnie proporcjonalny do liczby
zajmowanych miejsc wigzagcych GTP przez Gpp(NH)p (60).

Oddziatywanie antagonistéw z 'receptorami majgce rdwniez cechy
reakcji o wysokim stopniu specyficznosci, wyraznie rézni sie od procesow,
w wyniku ktoérych powstaje kompleks receptor-agonista. Réznice te doty-
cza zapewne odmiennej konformacji jakg przyjmuje receptor potgczony
z substancjami dziatajagcymi antagonistycznie. Przemawia za tym brak
zmian w wielkosci kompleksu neurohormon-receptor, gdyz nie fgczy sie
on z biatkami wigzacymi guanylowe nukleotydy (61). Konsekwencjg po-
wstania takiej konformacji jest brak zdolnosci oddziatywania kompleksu

CAMP
kinaza kinaza
biatkowa =—————®= biafkowa
(nieaktywna) (aktywna)
ATP ADP
podjednostka ﬂ Ny
kinazy » kinaza
fosforylazy fosforylazy
(nieaktywna) (aktywna)
ATP l ADP
fosforylaza B fosforylaza A
(nieaktywna) (aktywna)

glikogen——»glukozo~-1-POy4
P04

Ryc. 2. Regulacja glikogenolizy przez cAMP.
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antagonista-receptor z cyklazg adenylowg i syntezy cAMP. Powstaty kom-
pleks wykazujgc niskie powinowactwo do regulatorowych nukleotydow
guanylowych, przypomina wczesne stadium pobudzonego przez agoniste
receptora (39). Wykazano bowiem, ze GTP jak réwniez syntetyczne jego
analogi, nie zwiekszajg dysocjacji antagonistow z miejsc receptorowych.

IV-2. Miejsca wigzace guanylowe nukleotydy w receptorach adrenergicznych @3

Charakterystyka wyizolowanych fragmentow bton plazmatycznych
0 cechach receptorow (3 oraz analiza mechanizméw pobudzenia cyklazy
adenylowej przez aminy katecholowe wskazywaty, ze guanylowe nu-
kleotydy tacza sie z niekataliczng podjednostkg enzymu syntetyzujacego
cCAMP (39—62). Wykazano ponadto, ze wysokie stezenie GTP (powyzej
100 \iM) powodowato 5-10 krotny spadek powinowactwa agonistow do
receptoréw @ (42—44, 63, 64). Stukrotnie za$ nizsze stezenie tego regula-
tora podwyzszato o 50°/0 synteze cAMP. Wskazuje to na zréznicowane
wiasciwosci miejsc wigzacych guanylowe nukleotydy (65). Jedne z nich
wykazujg niskie, drugie z kolei wysokie powinowactwo do GTP (31).
Przytaczenie sie wiec GTP, do specyficznych miejsc wigzacych determi-
nuje site z jakag receptor przekazuje komorce dochodzace do niego sygna-
ty. Badania Coopera i wsp. (66) pozwalajg przypuszczaé, ze zarOw-
no proces aktywacji enzymu jak i obnizenie powinowactwa receptorow do
agonistow pod wptywem GTP zachodza niezaleznie, oddziatujagc ponadto
poprzez odmienne szlaki i mechanizmy. Swiadczg o tym dane wykazujace,
ze zmiana aktywnosci jednego z szlakéw nie wywiera wptywu na aktyw-
no$¢ regulacyjng drugiego. Badania tych autoréw oraz wyniki przedsta-
wione przez Yamamure i wsp. (67), potwierdzajg powyzszg hi-
poteze. Wykazujg one, ze nadtrawienie trypsynag bton plazmatycznych
bogatych w receptory @ powoduje zahamowanie inhibitorowej funkcji
GTP. Nie ulega przy tym zmianie stymulacyjny charakter miejsc nu-
kleotydowych w stosunku do aktywnosci adenylo-cyklazowej. Ponadto
wydaje sie, ze te przeciwstawne procesy mogg by¢ regulowane przez rézne
biatkowe struktury.

Pomimo prawdopodobiefistwa wystepowania w btonach dwoéch rodza-
jow miejsc wigzacych guanylowe nukleotydy, rozwazania Levitzki™
ego (68) oparte o allosteryczny model regulacji enzymoéw, zaproponowa-
ny przez Monoda, Wymana i Changeux (69), sugerujg obec-
nos$¢ tylko jednego rodzaju miejsc akceptorowych dla regulatorowych nu-
kleotydow guanylowych. Wydaje sie bowiem, ze GTP w danych warun-
kach doswiadczalnych indukowaé moze tylko jedng z dwoch charaktery-
stycznych dla tego nukleotydu odpowiedzi. Wykazano, ze guanylowe nu-
kleotydy aktywujac cyklaze adenylowg jednocze$nie wywierajg bardzo
znikomy wptyw na wielko$¢ statych powinowactwa receptorow @do sub-
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stancji o dziataniu agonistycznym (70). W niektérych uktadach dos$wiad-
czalnych nie stwierdzono takiego wptywu (71). Komputerowe modele
aktywacji cyklazy adenylowej przez katecholaminy wskazywaty row-
niez, ze guanylowe nukleotydy indukujgc cyklaze nie musza oddzialy-
wac z miejscami regulujgcymi powinowactwo receptoréw do agonistow.

IV-3. Rola lipidéw i ptynnosci bton w syntezie cAMP

W procesach pobudzenia receptoréw przez aminy katecholowe bada-
nych in vitro, znaczng role odgrywa ptynnos¢ i ruchliwos¢ bton. Obnizenie
ptynnosci bton poprzez traktowanie ich natadowang dodatnio ferrytyna
znacznie obniza synteze cAMP stymulowang przez adrenaline (72). Po-
dobnie, zahamowanie swobodnej dyfuzji ptynnych elementéw kompleksu
receptorowego spowodowane obnizeniem temperatury $rodowiska inku-
bacyjnego do 5°C zapobiega sprzezeniu sie kompleksu receptor-agonista
z cyklazg adenylows.

W procesie aktywacji cyklazy adenylowej znaczng role odgrywajg
obecne w btonach lipidy (73—77). Solubilizacja bton przy uzyciu deter-
gentow takich jak: lubrol PX, digitonina (73—76), lub nadtrawienie bton
fosfolipazami (76—78), znosi wrazliwo$¢ cyklazy adenylowej w stosunku
do aktywujacych ja hormonéw. Dodatek zas egzogennych lipidow do
zmodyfikowanych detergentami bton plazmatycznych przywraca czescio-
wo pierwotng wrazliwo$¢ cyklazy adenylowej na hormony. Wydaje sie,
ze endogenne lipidy dziatajg przynajmniej dwukrotnie podczas syntezy
CAMP. Z badan Freycheta (79) wynika, ze wplywajg one na wia-
zanie (H) adrenaliny z biatkami bton plazmatycznych watroby. Lef-
kowitz (78 wykazat natomiast, ze w miesniu sercowym btonowe lipidy
uczestniczg w przekazywaniu informacji z pobudzanego przez aminy ka-
techolowe receptora na cyklaze adenylowa.

1V-4. Interakcja receptordw adrenergicznych z a Ugandami
f

Wyniki pochodzace z roznych laboratoriow a podsumowane przez
UPricharda i wsp. (80) wskazuja na wspdtzawodnictwo substancji
dziatajacych agonistycznie i antagonistycznie o miejsca na powierzchniach
bton plazmatycznych wykazujacych cechy typowych receptoréw a (80—
82). Wykazano, ze zwigzki agonistyczne charakteryzujg sie znacznie wyz-
szym powinowactwem do receptorowych miejsc wysyconych przez nora-
drenaline niz do struktur potgczonych z antagonistami. Z kolei substancje
antagonistyczne w znacznie wiekszym stopniu przy nizszych nawet niz po-
dawane w nadmiarze zwigzki o dziataniu agonistycznym, wypieraly z re-
ceptoréw preparat WB4101. Rownoczesnie, state powinowactwa czynnych
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farmakologicznie ligandéw do miejsc receptorowych wysyconych stabym
antagonistg [H]DHE wykazywaly wartosci posrednie pomiedzy danymi
uzyskiwanymi z badan nad interakcjg agonista-agonista czy antagonista-
-antagonista z receptorami (80). Wyniki te, oraz podobne obserwacje doty-
czace receptoréw opiatowych czy dopaminergicznych (83), sugerujg praw-
dopodobienstwo dwéch réznych stanéw pobudzenia receptoréw a. Po-
dobnie jak w przypadku receptoréw (5 jeden z nich okres$lony zostat mia-
nem stanu agonisty, drugi z nich natomiast stanem antagonisty (80, 82).
Rola nukleotyddw guanylowych w regulacji wrazliwosci receptoréow (3
a zwiaszcza zmian ich powinowactwa wobec aktywujgcych je agonistow
jest procesem powszechnie znanym i nie budzacym watpliwosci. Suge-
rowano zatem, ze procesy regulacji aktywnosci receptorow a podlegaja
takze wpltywom GTP. Jak stwierdzono bowiem, efektami oddziatlywania
Gpp(NH)p z bionami plazmatycznymi mozgu, byta wyrazna redukcja
powinowactwa receptoréw adrenergicznych a do [3H] adrenaliny i [3H]
noradrenaliny (84—87). Nie stwierdzono takze, po dodaniu do mieszaniny
inkubacyjnej GTP, spadku powinowactwa receptorow do [H]WB4101
i [H]DHE najprawdopodobniej dlatego, ze [H]DHE asocjowata takze
z innymi miejscami wigzacymi na powierzchni bton plazmatycznych, o nie-
zidentyfikowanej blizej roli fizjologicznej (88). Miejsca za$, ktore wy-
sycone sg aminami katecholowymi i w zwigzku z tym na pewno uczest-
niczg w transformacji sygnatu przekazywanego z receptora na blonowy
uktad enzymatyczny, uwalniajg do cytoplazmy pobudzonych komorek
drugi mediator, podlegajg regulatorowym wplywom GTP. Réwnocze$nie
wykazano, ze receptory bton plazmatycznych ludzkich ptytek krwi i macic
kréliczych, zidentyfikowane jako a2 cechuje zdolno$¢ wystepowania
w dwoch réznych stanach pobudzenia w obecnosci agonistéw (89). Sta-
ny te charakteryzuja sie niejednakowym powinowactwem receptora do
aktywujacych go amin katecholowych. Tak wiec, stan receptora wyka-
zujacego wysokie powinowactwo do agonistdw okreslono symbolem a2H
stan za$ przejawiajacy nizszg wrazliwo$é na ich dziatanie oznaczony zo-
stat jako a2l Wyniki powyzszych badan pozwalajg ponadto sugerowaé
mozliwo$¢ wewnatrzreceptorowej konwersji tych zréznicowanych pod
wzgledem powinowactwa do amin katecholowych receptorow a2 Kon-
wersja taka zachodzi jednak jedynie w obecnosci nukleotydéw guanylo-
wych (89, 90). Analiza matematyczna krzywych wypierania [3H]DHE
z miejsc wigzacych przez rézne farmakologicznie czynne a ligandy wyka-
zala, ze receptory cii nie podlegajg regulatorowym wpltywom GTP. Na
podstawie danych dotyczacych wystepowania receptoréw a w réznych
narzgadach, przy jednoczesnym braku informacji o roli fizjologicznej jaka
mogtyby petnié tak sklasyfikowane receptory al)2H2A, sugeruje sie mozli-
wosC¢ przynajmniej trzech stanéw konformacyjnych przyjmowanych przez
te struktury blonowe. Sg to mianowicie wzajemnie przeksztalcajgce sie

6 Postepy Biochemii 1/83
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stany aH i aAd oraz stan c™ Receptory znajdujgce sie w tym ostatnim
stanie charakteryzujg sie szczegdlnie wysokim powinowactwem do [H]
prazosyny i [3H] fenoksybenzaminy.

IV-5. Komérkowy poziom cyklicznych nukleotydéw a a stymulacja

Hipoteza Sutherlanda, o roli cAMP jako drugiego mediatora reakcji
angazujacych receptory adrenergiczne (3 zainicjowata poszukiwania po-
dobnego czynnika uwalnianego w procesach aktywacji receptorow a. Zna-
ne weczesniej fizjologiczne nastepstwa pobudzenia receptor6w a probo-
wano poczatkowo wyttumaczyé, przeciwstawnym do reakcji wywotanych
aktywacja receptoréw 3 wptywem agonistow na cyklaze adenylowa. Jed-
nakze, lata 70-te dostarczyty wielu czesto sprzecznych informacji na te-
mat wptywu a stymulacji na poziom cyklicznych nukleotydéw. W bada-
niach prowadzonych na skrawkach kory mézgowej (91) i obszarach lim-
bicznych przedmézgowia (92) wykazano, ze typowe stymulatory « adre-
nergiczne: klonidyna i oksymetazolina nie wywieralty wplywu na pod-
stawowy poziom cAMP. Jednocze$nie za$, byty one przyczyng wyraznego
spadku syntezy cAMP, aktywowanej przez typowe a stymulatory: meto-
ksyamine i noradrenaline. Podobny spadek syntezy cAMP obserwowano
pod wplywem a agonistbw w piytkach krwi, lipocytach, wysepkach
Langerhansa i melanoforach (93). Zdaniem Jackobsa i wsp. (94, 95)
obnizony poziom tego nukleotydu wynikat gtéwnie z agregacji ptytek pod
wptywem katecholamin. Liczne badania (96, 97) wykazywaty przy tym,
ze jedynie adrenalina, noradrenalina i a metyloepinefryna obnizajg syn-
teze cAMP, sprzyjajac jednocze$nie agregacji ptytek. Inne za$, stosowa-
ne przez wielu badaczy ligandy, hamowaty jedynie wiazanie [H]DHE
z receptorem, nie wywierajagc wptywu na aktywnos$¢ cyklazy adenylo-
wej (98—101). Inny mechanizm ttumaczacy spadek syntezy cAMP pod
wptywem adrenaliny w preparatach bton plazmatycznych izolowanych
z ludzkich ptytek krwi proponowali Aktories i Jackobs (102).
Wykazali oni, ze aktywacja receptoréw a przez tego agoniste powoduje
wzrost szybkosci hydrolizy GTP do GDP. Stymulacja aktywnosci GTP-azo-
wej, pod wptywem adrenaliny prowadzitaby wiec do dysocjacji kompleksu
biatko wigzace nukleotydy-cyklaza adenylowa. Konsekwencjg tego procesu
bytoby obnizenie katalitycznej aktywnosci cyklazy adenylowej i spadek
poziomu cAMP.

Z obserwacji prowadzonych na komorkach kory moézgowej izolowa-
nych ze zwierzat réznych gatunkéw wynikato natomiast, ze wzrost syntezy
cAMP pod wptywem amin katecholowych jest czeSciowo ograniczony
przez antagonistdw receptorow a (103). Réwnoczes$nie w hepotocytach trak-
towanych EGTA wyraznie rosta, pod wptywem amin katecholowych, ak-
tywno$¢ cyklazy adenylowej (104). Komorki nie poddane za$ dziataniu
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zwigzkow chelatujgcych jony Ca2+ reagowaty obnizong syntezg cAMP
na stymulacje adrenergiczng a (105—107).

Trudno$ci w interpretacji rozbieznych wynikéw, jakie uzyskiwano
w doswiadczeniach prowadzonych w niejednakowych warunkach, nad
wptywem a agonistéw na aktywnos$é cyklazy adenylowej wielu tkanek
i narzagdow przyczynity sie do poszukiwan zaleznosci pomiedzy aktywacja
receptoréw a a komérkowym poziomem cGMP. Uzyskane wyniki sg takze
kontrowersyjne. Wielu autoréw wykazato, ze pobudzenie receptorow a
w miedniach gtadkich $linianek, moézdzku i szyszynki zapoczagtkowuje syn-
teze tego nukleotydu (108—111). Badania te sugerowaty ponadto, ze
wzrost aktywnosci cyklazy guanylowej nie jest jednak bezpos$redniag
konsekwencjg taczenia sie a agonistow z receptorami. Inne dane (112) su-
gerowatly prosty zwigzek pomiedzy syntezg cGMP a aktywacjg recepto-
row a. Na bardziej ztozony przebieg interakcji katecholamin z recepto-
rami a wskazujag badania Hemsa i wsp. (113). Autorzy ci stwierdzili,
ze nitrozoaminy, hydroksyloaminy i azotany zwielokrotniajg wewnatrz-
komdérkowy poziom cGMP. Efektu takiego, nie stwierdzono natomiast pod-
czas pobudzenia receptoréw a przez katecholaminy. Tak wiec mimo za-
obserwowania pewnych zaleznosci pomiedzy pobudzeniem receptoréw a
a syntezg cGMP rola tego nukleotydu w reakcjach stymulacji tych recep-
toréw daleka jest od wyjasnienia. Jedng z waznych obserwacji poczynio-
nych w czasie badan nad zalezno$cig zachodzacg pomiedzy aktywacjg cykla-
zy guanylowej a interakcja a agonistow z receptorami bylo stwierdzenie
wewngtrzkomorkowego wzrostu stezenia jonéw Ca2+. Wkrétce jednak wy-
kazano, ze zmiany w poziomie Ca2+w cytosolu zalezg od catego szeregu zto-
zonych proceséw, zachodzacych w komoérce w czasie stymulacji a adrener-
gicznej. Zmiany stezen jonéw Ca2+ w komorce zalezg od wptywu a agoni-
stow na aktywno$¢ innych enzymoéw zawieszonych w ptynnej strukturze
btony.

IV-6. Metabolizm fosfatydyloinozytolu stymulowany poprzez receptory adrenergicz-
ne a

Przez analogie do cAMP drugiego przekaznika receptoréw (3 sugeruje
sie, ze stymulacja a adrenergiczna prowadzi do aktywacji szeregu enzy-
mow btonowych, innych jednak niz cyklaza adenylowa czy guanylowa
i uwolnienia do cytoplazmy pobudzonych komorek mediatora zdolnego
regulowaé niektdre procesy biochemiczne. Wiele danych wskazuje, ze
w wyniku przytgczenia sie neurotransmitera do receptora a nastepuja
zmiany metabolizmu fosfatydyloinozytolu (114—116). Stwierdzono przy
tym, ze bezposrednig konsekwencjg pobudzenia receptora (117) jest roz-
ktad tego fosfolipidu. Wiaczanie za$ 8 do fosfatydyloinozytolu jest na-
tomiast reakcjag wtdérna, ktdrej przebieg wydaje sie zaleze¢ od 1,2-dwu-

&%
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acyloglicerolu, powstatego z rozpadu fosfatydyloinozytolu (117). O ile
degradacja fosfatydyloinozytolu jest bezpos$rednim nastepstwem aktywa-
cji receptorow a, to jak wykazat Mitchell (115), drugim mediatorem
dla tych receptorow wydaje sie by¢ 1,2-cykliczny fosforan mioinozytolu,
uwolniony wraz z 1,2-dwuacyloglicerolem podczas degradacji fosfatydylo-
inozytolu, co przedstawia Ryc. 3.

agonista + receptor agonista - receptor

>
-~
fosfatydyloinozytol ~—L>1,2 dwuacyloglicerol

|
| 1,2 cykliczny fosforan

l s mioinozytolu
/
»

fosforan miocinozytolu

mioinozytol

Ryc. 3. Metabolizm fosfatydyloinozytolu pod wplywem pobudzenia receptora adre-
nergicznego a.

Metabolizm fosfatydyloinozytolu wigze sie $ciSle ze zmianami meta-
bolizmu wapniowego komérki (114, 116). Wykazano bowiem, ze a stymu-
lacja podwyzsza poziom Ca2+ w cytosolu (125—129). Wzrost ten moze
by¢ rezultatem uwalniania wapnia nagromadzonego w mitochondriach
i retikulum endoplazmatycznym (126, 128—132). Uwolnione do cytosolu
jony wapnia moga pochodzi¢ takze z przestrzeni zewnatrzkomdérkowych
albo wewnetrznych powierzchni bton plazmatycznych (133—135). Mecha-
nizmy uruchamiania rezerw wapniowych nie sg jasne. By¢ moze w bto-
nach komérek, do ktérych wapn transportowany jest z zewnatrz wyste-
pujg kanaty, ktdrymi jest on doprowadzany. Przypominatoby to procesy
kontrolowane przez muskarynowe receptory cholinergiczne (136—139).
Poniewaz jednak transport ten jest gtéwnie procesem wewnatrzkomorko-
wym wydaje sie wiec zatem, ze w procesie przekazywania sygnatu z po-
budzonego receptora do miejsc, z ktérych nastepuje wyrzut wapnia po-
Sredniczy jaki$ niezidentyfikowany czynnik. Tym przekaznikiem wy-
daje sie by¢ metabolit btonowej degradacji fosfatydyloinozytolu. Wyka-
zano bowiem, Zze metabolizm tego fosfolipidu poprzedza wzrost poziomu
jondw wapnia w cytosolu (114, 117—119, 123).

Pomimo, ze wilasciwosci drugiego przekaznika w przypadku recepto-
réw a sg niejasne, wiele wynikéw wskazuje, ze czynnikiem wywierajgcym
istotny, ale nie bezposredni wptyw na przebieg niektérych szlakéw bioche-
micznych sg jony wapnia. Pojawiajac sie w cytosolu eukariotycznych ko-
morek w wysokich, siegajgcyh 10-6—10.~5M stezeniach (140), taczg sie
one nastepnie z kalcyproteinami, niskoczasteczkowymi kwasnymi biat-
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kami, wykazujacymi szczegdlnie wysokie powinowactwo do jonéw Ca2+
(141, 142). Biatka te w trakcie przytaczania jonéw wapniowych ulegaja
pewnym zmianom konformacyjnym, w wyniku ktorych kompleksy spe-
cyficznych biatek zwigzanych z Ca2+ nabierajg aktywnosci katalitycz-
nej (Ryc. 4). Kompleksy takie stanowig zatem, podobnie jak cAMP w sto-

Caz2+-i- kalmodulina Ca2+—kalmodulina*
( nieaktywna } I (aktywna )

podjednostka 6
podjednostka @

kinaza fosforyiazy
(podj- cx, @-}, 0)

fosforylaza B------ » fosforylaza A
(nieaktywna) (aktywna)
glikogen —— »glukozo-1- fosf.
* P4

- zmlenfona konformacja biatka

Ryc. 4. Udziat kalmoduliny w regulacji glikogenolizy (rozszerzona ryc. 2).

sunku do receptoréw (3 bezposredni mediator regulujacy aktywnos$¢ nie-
ktéorych typowych dla okreslonych tkanek i narzadow reakcji metabo-
licznych bedacych konsekwencjg a stymulacji.

V. Uwagi koncowe

W ostatnich latach widoczny jest intensywny rozwdéj badarn nad re-
ceptorami adrenergicznymi, ztozonymi systemami regulacyjnymi. Postep
ten stat sie mozliwy dzieki wykorzystaniu do wyodrebniania btonowo
zwigzanych receptoréw réznych metod solubilizacji bton i zastosowaniu
nowych metod frakcjonowania biatek, gtownie za$ chromatografii powi-
nowactwa. Znaczny postep w tych badaniach nastapit dzieki uzyciu zna-
kowanych ligandéw o wysokiej radioaktywnosci witasciwej wybidrczo
wigzacych okreslone struktury adrenergiczne. Opisano juz molekularny
mechanizm uwalniania cAMP do cytoplazmy pobudzonych przez aminy
katecholowe komdrek. Poznanie sekwencji i czynnikdw uczestniczacych
w aktywacji cyklazy adenylowej pozwolito wnikna¢ w procesy regulacji
syntezy cAMP. Znacznie natomiast ubozsze i o wiele bardziej kontrower-
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syjne sa dane odnoszace sie do receptoréw adrenergicznych a. Dotyczy to
zarowno ich budowy a zwlaszcza sposobow w jaki przekazujg one komérce
docierajace do niej bodZzce. W dalszym ciggu nie zostal tez okreslony
i scharakteryzowany drugi przekaznik informacji przekazywanych recep-
torom za posrednictwem amin katecholowych. Obecnie coraz wiecej ba-
daczy skionnych jest jednak przypisaé te funkcje 1,2-cyklicznemu fosfo-
ranowi mioinozytolu. Tym niemniej hipoteza ta nie zostala poparta jeszcze
przekonywujacymi dowodami eksperymentalnymi.

Dzigekuja Panu Prof. dr hab. J. Naumanowi i Pani dr G. Adler za cenne uwagi
i sugestie podczas przygotowywania niniejszego tekstu.
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RECENZJA

Biosynthese niedermolekularer Naturstoffe
Red Prof. Horst Robert Schitte

VEB Gustav Fischer Verlag Jena 1982, 176 stron, cena 30 M
Seria Bausteine der modernen Physiologie.

Ogromna ilo$¢ zwigzkéw niskoczasteczkowych, produkowanych przez organizmy
zywe od dawna budzita zainteresowanie chemikéw, fizykéw, biochemikéw pragna-
cych pozna¢ mechanizmy biosyntezy tych zwigzkéw. Dynamiczny rozwéj metod
biochemicznych sprzyjat rozwojowi i poznaniu wielu dziedzin biochemii, w tym
réwniez biosyntezy wielu niskoczasteczkowych zwigzkéw wytwarzanych w roz-
nych cyklach metabolicznych przez organizmy zywe.

Jednakze ro6znorodno$¢ tych zwigzkéw i co za tym idzie rédznorodno$¢ mecha-
nizméw ich biosyntezy sprawita, ze zaréwno w podrecznikach biochemicznych
jak i chemii organicznej zagadnienie biosyntezy zwigzkéw niskoczgsteczkowych
produkowanych przez organizmy zywe omawiane jest pobieznie lub zupetnie pomi-
jane. Ksigzka prof. Schiitte uzupetnia wspomniane wyzej braki podrecznikéw aka-
demickich chemii organicznej i biochemii. Prof. Schitte w bardzo zwiezty sposéb,
(lecz uwzgledniajac najnowsze osiggniecia) omawia najwazniejsze problemy zwig-
zane z biosynteza niektorych zwigzkéw niskoczgsteczkowych, jak aminokwasy, nie-
ktére peptydy, pochodne kwasu nikotynowego, porfiryny, puryny i pirymidyny
wraz z ich pochodnymi, pochodne fenyloetyloaminy, kwasy tluszczowe i alka-
loidy.

Jak to podaje we wstepie sam autor, ksigzka przeznaczona dla studentéw ma
na celu pogtebienie wiadomosci z zakresu chemii organicznej, zdobytych w poczat-
kowym okresie studiow. Niemniej cytowane sg w niej oryginalne prace dosSwiad-
czalne i monograficzne opracowania z 1981 roku. A wiec z zaledwie Kkilku miesiecz-
nym opoéznieniem ksigzka przynosi wiadomosci z opracowan monograficznych i prac
doswiadczalnych w formie zwartego tematycznie podrecznika akademickiego. Dla-
tego witasnie ksigzka prof. Schitte wykracza poza podrecznik akademicki i moze
by¢ przydatna réwniez pracownikom naukowym zajmujacym sie pokrewnymi dzie-
dzinami, wprowadzajagc znakomicie w do$¢ ztozone problemy biosyntezy zwigzkow
niskoczgsteczkowych produkowanych przez organizmy zywe.

1 Kakol
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Redakcja zastrzega sobie mozno$¢ skrécenia tekstu i wprowadzania poprawek
nie wptywajacych na tre$¢ pracy.

Pismiennictwo: w artykule nalezy cytowa¢ prace oryginalne z ostatnich Kilku

lat oraz najwazniejsze artykuty przegladowe omawiajgce przedstawiong dziedzing
z uwzglednieniem artykutéw opublikowanych w ,,Postepach Biochemii”. W tekscie
nalezy podawac jedynie nazwiska badaczy, ktérych prace majg podstawowe znacze-
nie w przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerowa¢ w kolejnosci ich
cytowania w tekscie. Wykaz piSmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone Kkolej-
nymi numerami, ale nieuporzadkowane alfabetycznie. Odnosniki bibliograficzne win-
ny mie¢ forme zalecang przez Komisje Wydawcéw Czasopism Biochemicznych Mie-
dzynarodowej Unii Biochemikéw (IUB) wedtug Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276,
1) np.:
® Ppipa J. P, Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytujac wydawnictwa ksigzkowe podawaé nalezy kolejno: nazwisko(a) inicjaty auto-
ra(éw), rok wydania, tytut ksigzki, nazwisko(a) i inicjaly jej redaktorow(a), tom,
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wydania, np.
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Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D,
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i opatrzy¢ kolejnym numerem odpowiadajacym numerowi uzytemu w teks$cie, oraz
oznaczy¢ (na gérze stronicy otéwkiem) nazwiskiem pierwszego autora i poczatkowymi
wyrazami tytutu pracy.

Tabele nalezy kolejno numerowac¢ cyframi arabskimi. Tytut tabeli i nagtowki
rubryk powinny jasno opisywac ich tre$¢ zaznaczajgc, z jakich (jakiej) prae(y) po-
chodzg informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie nalezy opatrzy¢ numeracja
w kolejnosci ich omoéwienia w tekscie. Przyjmuje sie zasade numeracji rycin cyframi
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-biate (kontrastowe) po-
winny by¢ wykonane na papierze matowym. Pozostate ryciny nalezy wykona¢ tu-
szem na biatym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien by¢
mniejszy niz 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny by¢ ciensze niz 1 mm. Ramki
ujmujace wykresy mozna wykonac linig cienszg niz linie wtasciwe wykresu. Cyfry
i litery stuzace do opisu rysunku powinny mie¢ wysoko$¢ nie mniejszg niz 5 mm. Na
rysunkach nie nalezy umieszcza¢ opiséw stownych, lecz postugiwac sie skrétami. Osie
wykreséw natomiast winny by¢ opatrzone napisem tatwo zrozumiatym. Dla oznacze-
nia punktéw doswiadczalnych mozna stosowa¢ nastepujgce symbole: Q D A>B A .
Rycine nalezy opatrzyé na odwrocie oznaczeniem ,,géra” i ,,dot” (otdwkiem). Decyzje
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objasnienia pod rycinami powinny by¢ dotgczone na oddzielnej kartce.
Oznaczenia, ktérych nie mozna wpisaé na maszynie, nalezy wyraznie nanie$¢ czar-
nym tuszem.

Ze wzgledu na wewnetrzng spoisto$¢ artykutu zaleca sie autorom konstruowanie
oryginalnych rysunkéw i zbiorczych tabel na podstawie danych z pi$miennictwa.
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegajg sobie wytgczno$¢ druku prac wraz z ich
dokumentacjg (Copyright). Przed wigczeniem tabel, wykreséw czy schematéw do
artykutu przenaczonego do publikacji w Postepach Biochemii nalezy zatem uzyskac
zgode na przedruk lub wykorzystanie danych i przediozyé jg Redakcji. W razie
modyfikowania rycin zaczerpnietych z opublikowanych prac nalezy takze przedtozyé
Redakcji do wglagdu kopie oryginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o wtasciwe pakowanie artykutdw, aby zabezpieczy¢é maszynopisy
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