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WSKAZÓWKI DLA AUTORÓW

Kwartalnik „Postępy Biochemii” publikuje artykuły monograficzne omawiające 
wąskie tematy oraz artykuły przeglądowe referujące szersze zagadnienia z biochemii 
i nauk pokrewnych! Artykuły pierwszego typu winny obejmować syntetyczny prze
gląd postępu wiedzy w  omawianej dziedzinie opracowany na podstawie piśmien
nictwa z kilku ostatnich lat, a artykuły drugiego typu jedynie piśmiennictwo z ostat
niego roku lub dwu lat. Kwartalnik publikuje także krótkie noty informujące o no
wych i ważniejszych osiągnięciach biochemii. Przekazanie artykułu do Redakcji jest 
równoznaczne z oświadczeniem, że nadesłana praca nie była i nie będzie publikowa
na w  innym czasopiśmie, jeżeli zostanie ogłoszona w  „Postępach Biochemii”. Autorzy 
artykułu odpowiadają za prawidłowość i ścisłość podanych informacji. Autorów obo
wiązuje korekta autorska. Koszty zmian tekstu w  korekcie (poza poprawieniem  
błędów drukarskich) ponoszą autorzy. Artykuły honoruje się według obowiązują
cych stawek. Autorzy otrzymują bezpłatnie 25 odbitek swego artykułu; zamówienia 
na dodatkowe odbitki (płatne) należy zgłosić pisemnie odsyłając pracę po ko
rekcie autorskiej.

Redakcja prosi autorów o przestrzeganie następujących wskazówek:
Forma maszynopisu: maszynopis pracy i wszelkie załączniki należy nadsyłać 

w dwu egzemplarzach. Maszynopis powinien być napisany jednostronnie, z podwójną 
interlinią, z marginesem ok. 4 cm po lewej i ok. 1 cm po prawej stronie; nie może 
zawierać więcej niż 60 znaków w  jednym wierszu nie więcej niż 30 wierszy na stronie 
zgodnie z Normą Polską.

Układ maszynopisu: strona okładkowa nienumerowana zawiera imiona i na- 
zwisko(a) autoura(ów), adres(y) Zakładu(ów) w języku polskim i angielskim, w których 
pracują autorzy, adres pocztowy, na który autorzy życzą sobie otrzymywać kores
pondencję, adres prywatny, telefon miejsca pracy, tytuł artykułu (w języku polskim  
i angielskim), oraz — w prawym dolnym rogu — liczbę stron, liczbę rycin, wzorów 
i tabel oraz skrót tytułu (nie więcej niż 25 znaków drukarskich).

Strona tytułowa (1) imiona (w pełnym brzmieniu) i nazwisko(a) autora(ów), tytuł 
pracy w  języku polskim i angielskim, rzeczowy spis treści w języku polskim i angiel
skim, tytuł naukowy autora(ów) i jego (ich) miejsce(a) pracy, wykaz skrótów stoso
wanych w  pracy.

Strona 2 i następne obejmują tekst pracy do spisu piśmiennictwa włącznie, tabele, 
spis rycin, wzorów oraz tytuły i objaśnienia do rycin na stronach końcowych.

Dla przejrzystości tekstu obowiązuje podział artykułu na rozdziały i podrozdzia
ły, których tytuły rzeczowo winny informować o przedstawianych treściach. Rze
czowy spis treści publikujemy bezpośrednio po tytule pracy. Rozdziały numerujemy 
liczbami rzymskimi, a podrozdziały odpowiednią rzymską i arabską (np. 1-1.). Tytu
łów podrozdziałów nie wydzielonych z tekstu nie trzeba numerować. W tekście nie 
należy stosować żadnych podkreśleń ani rozstrzelonego druku. Ewentualne sugestie 
autorskie co do charakteru czcionki drukarskiej należy zaznaczyć ołówkiem na 
marginesie maszynopisu. W przypadku umieszczenia w  tekście liter alfabetu greckie
go należy na marginesie wpisać ołówkiem ich fonetyczne brzmienie. Tabele i ryciny 
numerujemy cyframi arabskimi a wzory rzymskimi. W tekście nie należy umieszczać 
żadnych tablic, rycin czy wzorów, lecz w  żądanym miejscu pozostawić wolny wiersz
i zaznaczyć: Tabela 1, Ryc. 1, Wzór I itp. Numerację wzoru w tekście należy podawać 
po nazwie związku np. kwas glutaminowy (I).

Redakcja prosi autorów o zwrócenie szczególnej uwagi na poprawność językową 
tekstu a także na ścisłość i jasność sformułowań, unikanie gwary laboratoryjnej oraz 
o niewprowadzanie do tekstu tworzonych doraźnie skrótów, nawet jeśli niektóre 
z nich bywają używane w  pracach obcojęzycznych.
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I. Wstęp

Regulacja m etabolizmu komórkowego jest przedm iotem  zainteresow a
nia wielu pracow ni biochemicznych. Po okresie, w którym  badano głów
nie skład oraz wzajem ne powiązania szlaków metabolicznych, a który

*) Dr, Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nen
ckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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moglibyśmy nazwać okresem  budowania m apy metabolicznej, nadszedł 
czas analizy mechanizmów regulacji metabolizmu.

Jak  każda dziedzina i ta  gałąź biochemii wykształciła własne słow
nictwo. Właściwe mu specyficzne term iny  osadzają zjawiska w kontekście 
funkcjonowania szlaku, jego produktywności. Często przy rozpatryw aniu 
tych term inów  znajdujem y określenia z innej dziedziny biochemii, które 
im, mniej lub bardziej ściśle, odpowiadają. I tak  dla przykładu, ważnymi 
term inam i w dziedzinie regulacji m etabolizm u są wyrażenia: „przepływ 
przez reakcję” lub „przepływ przez szlak m etaboliczny”. Pod tym i te r
minami rozum iem y wypadkową szybkość reakcji lub procesu, tj. różnicę 
pomiędzy szybkością reakcji w kierunku tw orzenia produktów  (y j  i szyb
kością reakcji w kierunku przeciwnym  (v.i). Jednakże użycie term inu 
„szybkość reakcji” wiąże się zwykle z opisem zm iany ilości jej substratów  
czy produktów. Jest to term in  kinetyczny. Tymczasem w szlaku m eta
bolicznym działającym  w stanie równowagi dynam icznej, stężenia m eta
bolitów reakcji nie zm ieniają się. W tym  bowiem układzie wytworzone 
cząsteczki produktów reakcji są zużywane jako substraty  reakcji na
stępnej, a zużyte cząsteczki substratów  są zastępowane nowymi cząstecz
kami powstałym i w w yniku działania reakcji poprzedzającej w szlaku opi
sywaną reakcję. Term in „przepływ ”, analogiczny w pewnych przypadkach 
do term inu  „szybkość”, opisuje działanie enzym u w kategoriach jego 
produktywności, naw et przy m ylącej z pozoru niezmienności stężeń pro
duktów i substratów .

Przepływ  przez reakcję opisać można równaniem  kinetycznym . Przy
biera ono zwykle postać nieliniowego rów nania różniczkowego. Zbiór ta 
kich równań, z którym  m am y do czynienia przy próbie analizy przepływu 
na poziomie całej drogi metabolicznej, jest nierozwiązywalny. W ograni
czony sposób trudność tę  można pokonać przy użyciu kom putera. Nielicz
ne prace, w których charakterystyka kinetyczna drogi metabolicznej 
określana jest za pomocą sym ulacji kom puterow ej, ciągle m ają w sobie 
zbyt wiele założeń co do param etrów  systemu, czy też szczegółów m echa
nizm u działania enzymów (1—4). Dlatego też w rozważaniach nad regu
lacją przepływu przez szlak m etaboliczny dom inują, i na nich też się sku
pimy, inne podejścia teoretyczne.

Polskie piśm iennictwo biochemiczne zostało wzbogacone ostatnio do
skonałym  podręcznikiem om aw iającym  regulację m etabolizm u (5). Przed
staw iony poniżej tekst jest próbą przybliżenia nowych osiągnięć z tej 
dziedziny.

II. Szlak metaboliczny w równowadze dynamicznej

Weźmy pod uwagę hipotetyczny szereg enzymów (E i-E J katalizujących 
szlak m etaboliczny (Ryc. 1). Załóżmy, że droga ta  działa w w arunkach 
równowagi dynamicznej, co oznacza, że szybkość zużywania substratu
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[3] R E G U L A C JA  S Z L A K U  M E T A B O L IC Z N E G O 5

początkowego (S0) i powstawania produktu końcowego (Sn) jest taka 
sama i nie zmienia się w czasie. Przyjm ijm y też, że wszystkie enzymy 
szlaku katalizują reakcje odwracalne, a reakcja ostatnia (katalizowana 
przez enzym  En) jest nieczuła na produkt. W przypadku szlaku m etabo
licznego opisanego ryciną 1, określonemu stężeniu S0 odpowiada określo
na szybkość przepływ u (J) i ustalone stężenia poszczególnych m etabo
litów pośrednich (Sx—Sn.i).

Ei E2 En
Sq — Si ^ S 2 .............. Sn--| s r

Ryc. 1. Schemat szlaku metabolicznego.

Rycina 1 przedstaw ia drogę metaboliczną całkowicie wyizolowaną od 
innych przem ian komórkowych. W rzeczywistości droga ta  działa pośród 
wielkiej ilości przem ian komórkowych, w licznych z nim i powiązaniach. 
Często koenzymy czy m etabolity pośrednie są wspólne dla wielu prze
mian. Dlatego też model przedstaw iony na rycinie 1 powinien być uzupeł
niony o możliwości modulowania wielkości pul m etabolitów  pośrednich, 
jak i możliwości oddziaływania na enzymy szlaku przez inhibitory i ak ty 
watory, uwalniane w innych procesach m etabolicznych (rycina 2).

Ryc. 2. Oddziaływanie szlaku metabolicznego z innymi przemianami metabolizmu 
komórkowego. Strzałki podwójne oznaczają działanie inhibitora (I) i aktywatora (A) 
enzymów szlaku. Strzałki pojedyncze oznaczają reakcje, na drodze których meta
bolity pośrednie omawianego szlaku włączają się w inne przemiany komórkowe.

W przypadku szlaku przedstawionego na rycinie 2, zmiana stężenia 
substra tu , stężenia m etabolitu pośredniego, czy też ilości enzymu, zaburzy 
układ równowagi dynam icznej. Konsekwencją tego jest zazwyczaj zmiana 
szybkości przepływu. Gdy param etr ten  ustali się, co z reguły następuje 
po krótkim  okresie stanu przejściowego, szlak przechodzi w nowy stan 
równowagi dynamicznej. Można więc stwierdzić, że szybkość przepływu 
przez szlak m etaboliczny może być kontrolowana na drodze wywoływa
nia zmian: a) w poziomie aktyw ności enzymów szlaku, b) w stężeniach 
substra tu  początkowego (SG), m etabolitów  pośrednich (Sj—Sn.j) lub też 
koenzymów szlaku.
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6 J .  D U S Z Y Ń S K I [4]

III. Enzym jako czynnik regulujący przepływ w szlaku 

III-l. Enzymy regulatorowe

K inetykę reakcji może modyfikować nie tylko zmiana w stężeniu 
jednego z m etabolitów  reakcji. Może być ona m odyfikowana również na 
drodze oddziaływania enzymów z cząsteczkami innym i niż te, które spo
tykam y w zapisie reakcji. Tymi efektoram i mogą być niewielkie cząstecz
ki, np. koenzymy, inne m etabolity lub jony m etali. Często też oddzia
ływania cząsteczki enzym u z innym i polipeptydam i lub wprowadzenie do 
niej nowych, kowalencyjnie związanych grup, np. fosforylacja czy ade- 
nylacja cząsteczki enzymu, prowadzi do zmiany właściwości kinetycz
nych. W ydzielenie w cząsteczce enzymu centrum  aktywnego i m iejsc 
regulatorowych, wprowadzenie teorii allosteryczności są dokonaniami dziś 
dość znanymi. Tak więc korzystając z faktu, że na ten  tem at istnieje 
w literaturze szereg doskonałych prac przeglądowych (patrz 5), w ram ach 
tego artyku łu  nie bęcję dalej tego tem atu  rozwijał.

Przez pewien czas zakładano, że za każdym  z wyżej wym ienio
nych oddziaływań — jeżeli tylko jest ono „przekonyw ująco” specy
ficzne i w yraźne — musi kryć się jakiś „fizjologiczny sens”. Dlatego też 
enzymy, dla których w ykryto tego typu  oddziaływania, nazwano 
enzymami regulatorowymi.

Dziś wiemy, że nie zawsze w ykrycie możliwości zm iany aktywności 
czy też specyficzności enzymu na drodze takich oddziaływań oznacza, że 
w komórce enzym taki pełni rolę regulacyjną. Wiele z tych efektów 
obserwowanych jedynie w układzie izolowanego enzymu okazywało się 
biochemicznymi artefaktam i. Istnieje też możliwość, że niektóre efekty 
są związane z mechanizmami, k tóre we wcześniejszej fazie rozwoju, za
równo filogenetycznego jak i ontogenetycznego, były  ważne, ale w ak
tualnej fazie ważność zatraciły. N iektóre z nich mogą wreszcie odgry
wać rolę regulacyjną tylko w jakiejś ekstrem alnej sytuacji fizjologicz
nej.

III-2. Reakcje bliskie i dalekie równowagi termodynamicznej

W tej sytuacji wprowadzono dodatkowe k ry terium  regulatorowego 
znaczenia enzymu. W myśl tego k ry terium  uważa się, że jedynie enzymy 
katalizujące reakcje, które są w stanie dalekim  od równowagi, mogą mieć 
znaczenie regulatorowe (6).

Powróćm y do ryciny 2 i przeanalizujm y działanie enzym u E2. K ata
lizuje on reakcję charakteryzującą się stałą równowagi K oq =  S2/S :. Gdy 
stosunek Sa/Sj zrówna się z wartością stałej równowagi, w tedy szybkości 
reakcji w obu kierunkach są sobie równe (v! =  v_i), a wypadkowy prze
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[5] R E G U L A C JA  S Z L A K U  M E T A B O L IC Z N E G O 7

pływ  jest równy zeru. Jest więc rzeczą oczywistą, że w funkcjonującej 
drodze metabolicznej stężenie m etabolitów  reakcji (Sj i S2) kształtu ją  się 
w ten  sposób, że ich stosunek odbiega od w artości K eq. Ten stosunek 
określa wartość ilorazu masowego (r).

Z klasycznego wzoru na energię swobodną reakcji AG =  RTln(I7K eq)
i trochę m niej znanej zależności v.i/vi =  I7K  wynika, że oddalenie od 
stanu równowagi zwiększa przepływ przez reakcję. Za opinią, że jedynie 
enzymy katalizujące reakcje oddalone od równowagi wchodzą w rachubę 
przy określaniu punktów  regulacji stoi następujące rozumowanie.

W przypadku enzymu wysoce aktywnego, k tóry  naw et przy nieznacz
nej AG zapewnia wystarczający przepływ  przez reakcję, m etabolity  reak
cji są w układzie stężeń zbliżonym do Keq. Dopiero drastyczna zmiana 
aktyw ności takiego enzymu może doprowadzić do zmiany układu stę
żeń. Natom iast w przypadku enzym u pracującego z dala od równowagi 
możemy powiedzieć, że enzym ten z „ trudem ”, posiłkując się znaczną 
energią swobodną reakcji, zapewnia przepływ przez odpowiadający m u 
etap sz lak u ., Tu naw et nieznaczna zmiana aktywności enzym u będzie 
m iała odzwierciedlenie w zmianie stężeń m etabolitów reakcji. S tąd na
w et delikatne oddziaływanie m odyfikujące taki enzym wpłynie na dzia
łanie pozostałej części szlaku.

Jest to więc pogląd, że punktu  regulacji należy oczekiwać w m iejscu 
względnie mało aktyw nych enzymów. Myśl ta  jest analogiczna do tej, 
k tó rą  w roku 1862 wyraził J. L i  e b i g  przy analizie czynników w y
znaczających wielkość plonów w rolnictw ie (7). J. Liebig wprowadził 
w tedy tzw. prawo m inim um  głoszące, że wielkość plonu zależy w istotny 
sposób od czynnika będącego w m inimum ; gdy czynnik ten  ulegnie po
praw ie, plon proporcjonalnie wzrasta, lecz tylko do pewnej osiągalnej 
w  danych w arunkach wielkości.

W roku 1905 F. F. B l a c h m a n  nadał tem u praw u następującą for
mę (8): Jeśli na jakiś proces biologiczny wpływa szereg czynników, to 
jego natężenie ograniczone jest przez czynnik w ystępujący w  m inim al
nej ilości (lim iting jactor) w stosunku do wym agań staw ianych przez 
organizm.

Podział na reakcje bliskie i oddalone od równowagi (tak w skrócie 
nazywa się reakcje, które w w arunkach działającego szlaku m etabolicz
nego wykazują stan stężeń m etabolitów  reakcji m niej więcej zgodny ze 
sta łą  równowagi lub też znacznie od tej stałej odbiegający) jest podziałem 
umownym. Zwykle za reakcje bliskie równowagi uważa się te  reakcje, 
których stosunek I7K ep jest większy od 0.2 (6). Czy jednak rzeczywiście 
reakcje charakteryzujące się r/Keq >  0.2 nie mogą mieć znaczenia regu
lacyjnego? Szereg danych wskazuje na to, że tak  nie jest, że reakcje 
charakteryzujące się stosunkiem  r/Keq w granicach 0.3—0.5 mogą także 
mieć znaczenie regulacyjne (9). Co więcej, ustalenie rzeczywistych ak- 

. tvwności metabolitów, skorygowanych ze względu na występowanie frak-
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cji związanej, ew entualnie zlokalizowanej w innym  kom partm encie itp., 
spraw ia ciągle duże kłopoty metodyczne. Ostatnio pojaw iają się też prace 
postulujące zjawiska m ikrokom partm entacji (10—12) czy też bezpośrednio 
przekazywanie m etabolitów z jednej cząsteczki enzymu na drugą (m eta
bolite chanelling, metabolite tuneling). W sytuacji występowania tych zja
wisk samo znaczenie wyrażenia r/Keq może być poddane w  wątpliwość. 
Dlatego też coraz to większa ilość badaczy odchodzi od posługiwania się je 
dynie k ry terium  bliskości czy oddalenia od równowagi przy oszacowaniu 
ew entualnych punktów  regulacyjnych. W prowadza się nowe kry terium  — 
siłę kontrolowania.

III-3. Siła kontrolowania enzymu

O tym , jak zmiana aktywności wybranego enzym u wpływa na szyb
kość przepływu przez cały szlak metaboliczny, możemy dowiedzieć się 
określając współczynnik siły kontrolowania lub w skrócie siłę kontro
lowania (Ci):

r  B] Ei • 1M = równanie 1

gdzie J  to przepływ przez drogę metaboliczną, Ei w yraża zaś stężenie 
enzymu. W przedstaw ionym  wzorze zmianę aktywności enzymu w yra
żono przez zmianę w ilości enzymu. Tak więc siła kontrolow ania to 
współczynnik, k tóry  określa, jaką względną zmianę w przepływie przez

szlak j - j - j  spowoduje zmiana ilości określonego enzym u (wyważona przez

uwzględnienie absolutnej wielkości, Siłę kontrolowania do roz

ważań nad regulacją m etabolizmu wprowadzili H i g g i n s  (13— 14), 
K a c s e r  i B u r n s  (15—16) oraz H e i n r i c h  ze współpracowni
kami (17—19).

Z wszystkich dostępnych nam  danych o kinetyce reakcji enzym a
tycznej wiemy, że szybkość jej opisać można następującym  w yraże
niem:

v =  E t f(Sls S2, S3 ... I l5I2 ... Co1? Co2 ... k l5 k2 ... keq) równanie 2 
W ynika z niego, że szybkość reakcji jest funkcją stężenia substratów  (S), 
inhibitorów (I), koenzymów (Co) oraz zależy od wielkości stałych szyb
kości (k) i stałej równowagi (Keq); jednakże bez względu na stopień skom 
plikowania reakcji szybkość ta  jest wprost proporcjonalna do stężenia 
enzymu (E) i liczby obrotów (t). Konsekwencją tego właśnie fak tu  jest 
prawidłowość (16), że w pracującym  w w arunkach równowagi dynam icz
nej szlaku m etabolicznym  suma sił kontrolowania wszystkich enzymów 
jest równa jedności:
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j = l
/ \  Cgi =  1 równanie 3
n

Tę to prawidłowość nazyw am y zasadą sumowania do jedności sił kon
trolow ania enzymów szlaku metabolicznego pracującego w warunkach 
równowagi dynamicznej.

W rozpatrywanym szlaku metabolicznym dla każdego etapu wartość szybkości 
przepływu jest taka sama (liniowa struktura szlaku) i stąd możemy powiedzieć, 
że wartość szybkości przepływu zależy od ilości wszystkich poszczególnych enzy
mów:

Ji =  f (E 1,E 2 ... En) równanie 4

Korzystając, że dla tego przypadku można zróżniczkować cząstkowo wyrażenie Jj 
względem niezależnych zmiennych (Ei, E2 ... En) otrzymujemy wyrażenie:

SJj SJj SJj
AJj =  ——AE1 +  — AE2+ AEn równanie 5

E l  C j 2  En

Przekształcając to wyrażenie otrzymujemy:

AJj / SJj Ej \ AEi / § Jj E2 \ AE2  / SJj E„ \ AEn
J

/ S J j E t \ A E i

I s E i  J j / ^ e T

ii /  §Jj E a \  AE2 /  SJj E„ \ AEn

r + f e i 7 / ^ r + - + f e i 7 / ^ r  rówm" te6
Zauważmy, że wyrażenia w nawiasie są tożsame z definicją siły kontrolowania 
(równanie 1) i stąd możemy zapisać:

AJj A E X AE2 AE„
---- hC2 —---- h ... +C n——  równanie 7

Jj E i  E 2 E n

Ponieważ szybkość przepływu przez każdy etap jest proporcjonalna do stężenia 
enzymu (równanie 2), to jednoczesne podniesienie stężenia wszystkich enzymów  
o taki sam niewielki czynnik nie wpłynie na stężenia metabolitów pośrednich:

AEi
jeśli —— =  a to Si =  constant równanie 8

Ei

W tej sytuacji szybkość przepływu przez wszystkie etapy tego szlaku zmieni się 
jednakowo o ten sam czynnik:

AJj
------=  a równanie 9

J j

Przy a bliskim  0 ze wzorów 7, 8 i 9 otrzymujemy następujące równanie:

a = C ia + C2a +  ... +C„a równanie 10

Ta zależność może być spełniona tylko wtedy, gdy suma wszystkich sił kontrolo
wania będzie równa jedności. W ten sposób udowodniliśmy zasadę sumowania do 
jedności sił kontrolowania (równanie 3).

Tak więc każdemu enzymowi szlaku można przypisać odpowiadającą 
m u siłę kontrolowania. Znajomość sił kontrolowania niesie nie tylko ja
kościową, ale i ilościową inform ację o predyspozycji enzym u do odgry
wania roli regulatorow ej w szlaku metabolicznym . Zdecydowana więk
szość enzymów w szlaku charakteryzuje się niskim i siłami kontrolowa
nia (Ci <  0.05). Ich rola regulacyjna jest mało prawdopodobna. W tej
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.sytuacji bowiem dopiero duża zmiana w stężeniach efektora może w pły
nąć na przepływ  na poziomie całego Szlaku. Enzymy o niskiej sile kon
trolow ania są z reguły enzymami pracującym i w w arunkach bliskich 
równowagi. W każdym  szlaku funkcjonuje również jeden lub co najw y
żej kilka enzymów o wysokiej sile kontrolowania. To o nich mówimy, 
że kontro lu ją przepływ. Enzymy o wysokiej sile kontrolowania są z zasa^ 
dy enzym am i pracującym i w w arunkach odległych od stanu  równowagi. 
N aw et subtelne zmiany w stężeniu efektora takiego enzym u spowodują 
dostrzegalne zmiany przepływ u na poziomie całego szlaku. Tak więc za 
tym , że na ten  właśnie punkt skieruje się działanie regulacyjne, stoi prze
świadczenie o ogólnej efektywności procesów życiowych, o tym , że w pro
cesie ewolucji wszelkie procesy biologiczne zostały zoptymalizowane. 
Pojęcie siły kontrolowania znacznie precyzyjniej ujm uje problem  „czyn
nika ograniczającego” w regulacji, niż to czynią ujęcia operujące kate
goriam i bliskości i oddalenia od równowagi.

W ażnym osiągnięciem ostatnich lat jest opracowanie m etody pom iaru 
sił kontrolow ania enzymu przy zastosowaniu inhibitorów (20). Do momentu 
opracow ania tej m etody jedynym  sposobem pom iaru sił kontrolowania 
było stosowanie żm udnych metod genetycznych i otrzym yw anie na tej 
drodze m ateriałów  biologicznych o różnych poziomach enzymu. Z po
m iarów szybkości działania szlaku na tym  właśnie m ateriale wyciągano 
wnioski o wielkości siły kontrolowania enzymu (9, 20). Pod koniec lat 
siedem dziesiątych zwrócono uwagę, że do identyfikacji m iejsc regulato
rowych mogą być użyte inhibitory (21—24). Już wcześniej stosowano 
inhibitory  do w ykryw ania reakcji kontrolujących przepływ  w szlaku. 
Ogólnie przyjęte podejście można scharakteryzow ać w następujący spo
sób. Jeżeli przy m iareczkowaniu enzymu inhibitorem  znajdowano zmianę 
w przepływie przez szlak naw et przy najm niejszych stężeniach inhibi
tora (hiperboliczna krzyw a miareczkowania) w tedy uważano, że enzym 
kontroluje przepływ przez szlak. Gdy w takim  doświadczeniu przepływ 
przez szlak zmieniał się dopiero przy wyższych stężeniach inhibitora 
(sigmoidalna krzyw a miareczkowania), w tedy sądzono, że enzym, na k tóry 
ten  inhibitor działa, nie kontroluje przepływ u przez szlak. Okazało się, 
że na podstawie tych krzyw ych miareczkowania można obliczyć siłę kon
trolowania enzymu. W przypadku inhibitora niekom petytywnego oblicza 
się ją używ ając następującego wzoru:

gdzie Ki oznacza stałą inhibitorową, J  oznacza przepływ  przez nieza- 
ham ow any szlak, a w yrażenie (8J/8I)I=0 to nachylenie krzyw ej miareczko
wania szybkości przepływ u inhibitorem  (I), dla punktu  I == 0. W przy
padku inhibitora kom petytyw nego wzór ten jest znacznie bardziej zło
żony:

równanie 11
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K i (S1/K Sl +  S1+ 1/K Sł+1+ l )  
J / I = o

równanie 12

We wzorze tym  w ystępują obok elem entów już omówionych przy w pro
wadzeniu poprzedniego wzoru jeszcze i stężenia m etabolitów reakcji 
(Si, Si+1) i stałe Michaelisa (KSl, KSl+I).

przepływ przez szlak metaboliczny

IV-1. Siła kontrolowania metabolitu

Szybkość przepływu przez szlak metaboliczny może być modulowana 
nie tylko przez zmiany na poziomie enzymów szlaku, ale także bezpo
średnio przez zmianę w puli jednego z metabolitów. Zmiana taka może 
być wywołana przez aktyw ację czy też zahamowanie przem ian kom ór
kowych charakteryzujących się wspólnymi ze szlakiem, k tóry rozpatru
jem y, m etabolitam i pośrednimi (Ryc. 2).

Możemy więc, analogicznie do podejścia przedstawionego w rów na
niu 1, podać m iarę wpływ u zmiany stężenia m etabolitu (S) na szybkość 
przepływ u przez szlak m etaboliczny (J):

P rzy  granicznych wartościach bS -> 0 możemy to wyrażenie zapisać w na
stępującej form ie

W spółczynnik CSi jest różnie nazywany w literaturze anglosaskiej: res
ponse coefficient (15), sensitisation index  (25) czy wreszcie sensitivity  (26). 
Można by zaproponować dla niego polską nazwę — siła kontrolowania 
metabolitu.

W zrozumieniu znaczenia tego współczynnika może dopomóc prze
kształcenie (zcałkowanie) równanie 12 do następującej formy:

Z tego równania jasno wynika, że przepływ przez szlak metaboliczny jest 
bardzo czuły na zmianę w puli m etabolitu o wysokiej sile kontrolo
wania.

IV-2. „Elastyczność”

IV. Zmiana w stężeniu metabolitu jako bezpośredni czynnik regulujący

równanie 13

równanie 14

J =  k Sc*> równanie 15

M etabolity pośrednie spajają enzymy szlaku w jedną struk tu rę , 
w szlak metaboliczny. To one przenoszą inform ację o zmianie działania 
jednego z enzymów (inhibicja lub stym ulacja enzymu) poprzez wy woły-
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wanie zmian w zachowaniu innych enzymów. Tę zdolność przenoszenia 
inform acji można analizować przy pomocy param etru  nazwanego współ
czynnikiem  elastyczności (elasticity).

Z całego szlaku przedstawionego na rycinie 2 przeanalizujm y etap 
katalizow any przez enzym E 3. O tym , jak na szybkość tej reakcji wpły
nie zmiana w stężeniu m etabolitu S2, mówi współczynnik elastyczności, 
czy też jak to przyjm iem y dalej elastyczność. Zauważmy, że w tym  przy
padku mówimy o zmianie przepływ u jedynie przez jeden etap szlaku, 
przez jedną reakcję enzymatyczną, a nie jak to czyniliśmy przy w pro
wadzeniu pojęcia siły kontrolowania m etabolitu — o zmianie przepływ u 
przez cały szlak.
Elastyczność określona jest wzorem:

gdzie Vj oznacza przepływ  przez reakcję, a Sj to stężenie m etabolitu. Tak 
więc elastyczność to współczynnik, k tóry  określa, jaką względną zmianę

w przepływie przez wyodrębnioną reakcję wywoła zmiana (wyważo

na przez uwzględnienie wielkości absolutnej puli tego m etabolitu) stęże-

Dla każdego enzymu określić można wiele typów  elastyczności. Moż
na więc mówić o elastyczności reakcji względem m etabolitów  reakcji, ale 
także o elastyczności względem inhibitora lub koenzymu. Elastyczność jest 
lokalną, a nie systemową, właściwością. Dlatego też w praktyce dla jej 
określenia często bada się enzym wyizolowany i, stara jąc  się o u trzym a
nie wszelkich innych param etrów  na poziomach odpowiadających stęże
niom komórkowym, zmienia się stężenie tylko tego param etru , wzglę
dem którego określam y elastyczność badanej reakcji. Czytelnik zoriento
wany, jak wielka jeszcze jest niejasność związana z wiedzą o rzeczy
wistych, komórkowych aktywnościach metabolitów, inhibitorów  i koenzy
mów, sam od razu znajdzie wiele zastrzeżeń wobec takiego podejścia.

W róćmy do szlaku przedstawionego na rycinie 2. Poziomy enzymów 
E2 i E3 mogą być tak  zmienione, że zmiany te z punktu  widzenia przepły
wu przez szlak zniosą się. Innym i słowy jeden z enzymów został zakty- 
wowany, a drugi zahamowany tak, że ogólny przepływ  nie ulega zmianie. 
W takim  układzie stężenie S2 zmieni się, gdyż jeżeli przepływ  nie zmie
nia się, to zmniejszenie poziomu enzymu m usi być zrekompensowane 
zmianą stężenia S2.

nia określanego m etabolitu tej reakcji

Możemy to zapisać w następujący sposób:
(dv/v)E + (dv/v)s =  0 równanie 17

gdzie (dv/v)E oznacza ewentualny efekt zmiany poziomu enzymu na przepływ.
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a (dv/v)s oznacza ewentualny efekt zmiany w  poziomie metabolitu. Korzystając 
z równoważności dv/v =  dE oraz z równania 16 możemy powyższe równanie zapisać 
następująco:

d E 2 / E 2 + € s* (d S 2 /S 2) = 0 równanie 18

d E 3/ E 3 + € s* (d S 2/ S 2) = 0 równanie 19

Na poziomie szlaku przepływ jest niezmieniony, co zapisać możemy w następu
jący sposób:

dJ/J =  0 =  C2(dE2 /E 2 ) + C3 (dE3/E 3 ) równanie 20

Łącząc równanie 18, 19 i 20 otrzymujemy zależność:

C2€s* + C3€s* =  0 równanie 21

co możemy też zapisać w  następującej formie:

C2/C3 = —ell/ell równanie 22

Ogólnie możemy powiedzieć, że suma iloczynów e*C wszystkich reakcji, 
w których bierze udział określony m etabolit, jest równa zeru. Tę cechę 
szlaku metabolicznego pracującego w w arunkach równowagi dynamicznej 
nazywa się właściwością spójności (connectivity property). Zapisujemy 
właściwość spójności wzorem ogólnym:

S c «€ś = 0 równanie 23
n

Jest to uogólniona postać rów nania 22.

Ta właściwość szlaku w równowadze dynamicznej pozwala nam  na 
połączenie ogólnych właściwości szlaku (charakteryzow anych przez siły 
kontrolow ania enzymów, Ci) z właściwościami lokalnymi (charakteryzo
w anym i przez elastyczność, e). W ten  sposób możemy w sposób znacznie
bardziej kompleksowy analizować pracę szlaku metabolicznego.

/

V. Mechanizmy zmian przepływu przez szlak w równowadze dynamicznej

W w ypadku drogi metabolicznej przedstawionej na rycinie 2 przy j
m ijm y, że Ex charakteryzuje się wysoką siłą kontrolowania, a enzymy 
E2 i następne cechują się znikomymi siłami kontrolowania. Jest to n a j
prostszy hipotetyczny układ szlaku metabolicznego.

Ze wzoru przedstawionego równaniem  22 wynika, że substrat pośredni 
Sj będzie miał wysoką elastyczność w stosunku do reakcji katalizowanej 
przez E2 i względnie niską elastyczność, obdarzoną znakiem ujem nym  
(co określa hamowanie reakcji przez produkt), w stosunku do reakcji 
katalizow anej przez E^

To stw ierdzenie jest zgodne z opisaną poprzednio obserwacją, że prze
pływ  przez reakcje znajdujące się w stanie bliskim równowagi jest znacz
nie bardziej czuły na zmianę stężenia substratu , niż w przypadku reakcji 
działającej w w arunkach oddalenia od równowagi (27). Można to zilustro
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wać następującym  przykładem . Załóżmy, że reakcja działa: a) w ukła
dzie oddalonym od równowagi, b) w układzie bliskim równowagi. W ukła
dzie a) przepływ v x ustalm y na 11 jednostek, a w kierunku przeciwnym  
(v_i) na 1 jednostkę. W tym  układzie przepływ wypadkowy będzie się 
równał 10 jednostkom. Podwyższenie o 10°/o przepływ u Vi, podniesie 
przepływ wypadkowy do 11 jednostek, a więc też o około 10°/o. W ukła
dzie b) przepływ V! ustalm y na 110 jednostek, a w kierunku V-x na 100 jed
nostek. I w tym  układzie przepływ wypadkowy będzie wynosił 10 jed
nostek. Gdy podniesiemy przepływ  Vi o 10°/o, wzrośnie on do wartości 
121 jednostek. W tym  przypadku, przy nienaruszonym  v.i, przepływ  
wypadkowy wzrośnie do 21 jednostek, a więc o 210%. Tak więc, reakcje 
odznaczające się niską siłą kontrolow ania będą z reguły charakteryzow ać 
się wysoką elastycznością substratow ą.

Jeżeli podziałamy aktyw atorem  na reakcję katalizow aną przez E t 
(wysoka siła kontrolowania), zwiększy się przepływ  przez nią i zmieni 
się stężenie Ta zmiana zostanie następnie przeniesiona przez łańcuch 
reakcji bliskich równowagi jako zwiększony przepływ. Stężenia m etabo
litów tych reakcji zmienią się jedynie nieznacznie. Tak można sobie w y
obrazić najprostszy mechanizm stym ulacji drogi metabolicznej przed
stawionej na rycinie 2.

Jest to obraz bardzo uproszczony. Jeżeli bowiem stężenie Sj wzrośnie 
nieznacznie, to wzrośnie również stężenie S2. Jest to konsekwencją za
łożenia, że reakcja katalizowana przez E2 jest bliska równowagi. Zwięk
szenie stężenia S2 wpłynie na zwiększenie szybkości reakcji pow rotnej 
i tym  samym  znacznie zmniejszy się efekt zwiększenia przepływ u w y
padkowego przez reakcję katalizow aną przez enzym E2. Żeby więc isto t
nie szereg enzymów działających w w arunkach bliskich równowagi 
przeniósł efekt stym ulacji E x w form ę zwiększonego przepływ u przez 
szlak, ich elastyczności względem substratów  muszą rosnąć w m iarę prze
suwania się wzdłuż szlaku (27).

Z a a kcep to w a n o  do d ru k u  6.09.1982
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I. Wstęp

Oddychanie m itochondrialne czyli pobieranie tlenu  przez m itochondria 
jest związane z funkcjonowaniem  łańcucha oddechowego, a ściślej rzecz 
biorąc, z aktywnością enzymu działającego na końcu sekwencji oksydo- 
redukcyjnych składników łańcucha oddechowego, tj. oksydazy cytochro- 
mowej. W reakcji katalizowanej przez ten  enzym elektrony, wywodzące 
się pierwotnie z substratów  oddechowych, i protony oddziaływają z tle 
nem. W w yniku tej reakcji zużywa się tlen, a powstaje woda.

W rozum ieniu regulacji oddychania m itochondrialnego następuje prze
wrót. W artykule tym  główny akcent położono właśnie na nowe, w yła
niające się koncepcje m echanizm u regulacji oddychania m itochondrial
nego.

Szereg pojęć z dziedziny regulacji m etabolizmu, podstawowych dla 
pełnego rozum ienia tego tekstu  zostało szczegółowo omówionych w spe
cjalnie im  poświęconym artykule przeglądowym  (1).

II. Układ oksydacyjnej fosforylacji

Działanie oksydazy cytochromowej (2—5), jak  i całego łańcucha odde
chowego związane jest z serią przem ian, k tóre określam y nazwą oksy
dacyjnej fosforylacji. W w yniku tych  przem ian energia wyzwolona przy

*) Dr, Zakład Biochemii Komórki, Instytut Biologii Doświadczalnej im. M. Nen
ckiego, PAN, ul. Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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18 J .  D U S Z Y Ń S K I [2J

utlenianiu  substratów  oddechowych zasila reakcję powstawania czą
steczki ATP, z ADP i fosforanu. W naszych rozważaniach przyjm iem y 
chemiosmotyczne podejście do problemów oksydacyjnej fosforylacji 
(6 -9 ) .

W edług tego, zaproponowanego oryginalnie przez Petera M itchella 
w roku 1961, a dziś praw ie że powszechnie przyjętego podejścia, dzia
łanie łańcucha oddechowego prowadzi do powstania gradientu  protonów 
(A pH) po obu stronach wew nętrznej błony m itochondrialnej. Gradient 
ten  i jego pochodna, potencjał elektryczny na błonie (A 'ł'), składają się 
na ogólny potencjał błonowy, zwany siłą protonom otoryczną (A p), którą 
w yrażoną w m iliwoltach opisuje następujący wzór: A p  =  A lI; +  59 A pH.

poziom
substratów

tra n sp o rt jonów 
protonów

A
łańcuch  

oddechow y  
(àGqx) ► (Ap)

syntetaza ATP

translokaza 
nukleotydów 
adeni nowych

(AGpz)

wewnątrzmito. 
zużywanie ATP

A

(AGpw)

A

zewnątrzmito. 
zużywanie ATP

Schemat 1. Układ oksydacyjnej fosforylacji. W nawiasach umieszczono potencjały: 
AG0X— oksydoredukcyjny, Ap — siła protonomotoryczną, AGPw — fosforylacyjny we- 
wnątrzmitochondrialny, AGPz — fosforylacyjny zewnątrzmitochondrialny. Pojedyń- 
czymi strzałkami zaznaczono enzymy układu oksydacyjnej fosforylacji, strzałkami 
podwójnymi reakcje bezpośrednio wpływające na poszczególne potencjały.

A p jest siłą napędową syntetazy ATP. Aktywność tego enzymu, umiesz
czonego na m atriksowej stronie wew nętrznej błony m itochondrialnej, 
prowadzi do powstania ATP z ADP i fosforanu, a w konsekwencji do 
powstania znacznego potencjału fosforylacyjnego w m itochondrialnej ma- 
triks (A Gpw). Potencjał fosforylacyjny — jest funkcją ilorazu masowego 
reakcji syntetazy ATP, a więc w yrażenia ATP/ADP^Pi*5. Działanie trans- 
lokazy nukleotydów adeninowych, system u przenoszącego nukleotydy 
adenino we przez błonę m itochondrialną (10—11), prowadzi do powstania 
na bazie A GPw zewnątrzm itochondrialnego potencjału fosforylacyjnego

*) (patrz słowniczek ważniejszych wyrażeń i skrótów).
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(A GPz). Na skutek elektrogennego charakteru  wym iany katalizowanej 
przez translokazę (najprawdopodobniej jest to w ym iana jednej cząsteczki 
ATP4- na jedną cząsteczkę ADP3-), jak i faktu, że potencjał elektryczny 
błony jest obdarzony znakiem dodatnim  po stronie zewnętrznej błony, 
A GPz jest w układzie fosforylujących m itochondriów wyższy od A GPw 
(12—14). W szystkie omówione powyżej przem iany przedstawione zostały 
w schemacie 1.

M echanizm oksydacyjnej fosforylacji jest od lat polem niezwykle 
intensyw nych badań. O ich nasileniu niech świadczy fakt, że wśród prze
ciwników podejścia chemiosmotycznego znajdują się i tacy, którzy go 
jeszcze nie przyjęli, pozostając przy swoich poglądach ogłoszonych jeszcze 
w „czasach przedchem iosm otycznych” (15—21), jak  i tacy, którzy już po 
przyjęciu podejścia chemiosmotycznego zaczynają je podważać i odrzu
cać (22—27). W ram ach tego artykułu  nie będziemy jednak dyskutować 
tych  zagadnień. Zdaniem naszym, przyjęcie podejścia chemiosmotycznego 
jest ciągle jeszcze jak  najbardziej uzasadnione i owocne.

III. Potencjały składowe układu oksydacyjnej fosforylacji i procesy 
bezpośrednio je naruszające

W schemacie 1 oprócz przedstaw ienia podstawowych składników ukła
du oksydacyjnej fosforylacji, k tórą można nazwać układem  czterech 
potencjałów: oksydoredukcyjnego (A Gox), błonowego (A p), w ew nątrz- 
m itochondrialnego fosforylacyjnego (A GPw) i zewnątrzmitochondrialnego 
fosforylacyjnego (A GPz), wymieniono też reakcje bezpośrednio w yczer
pujące lub budujące poszczególne potencjały.

P ierw otnym  źródłem energii, zasilającym  cały układ oksydacyjnej 
fosforylacji, jest proces utleniania substratów  oddechowych. Poziom sub
stra tów  oddechowych, ich stężenie jak i stopień redukcji, będzie więc 
czynnikiem  bezpośrednio wyznaczającym  wielkość A Gox. Na wielkość 
A Gox wpływać też będzie stopień aktywności łańcucha oddechowego, 
k tóry  A Gox zużywa. Aktywność łańcucha oddechowego prowadzi do usta
nowienia A p. Działanie rozprzęgaczy, np. dw unitrofenolu czy CCCP 
zwiększających przepuszczalność błony dla protonów (9, 31, 32), bezpo
średnio wpływa na wielkość A p. Procesy transportu  Ca2+ (33) lub K + 
w obecności walinom ycyny, w których niezbalansowany ładunek prze
noszony jest przez błonę m itochondrialną, również bezpośrednio w pły
w ają na A p. A GPw zużywany jest bezpośrednio przez reakcje zużywające 
ATP w m itochondrialnej m atriks. Do takich procesów należy np. synteza 
cy tru liny  z ornityny, przebiegający w m itochondrialnej m atriks etap 
cyklu mocznikowego, w k tórym  na każdą nowo powstałą cząsteczkę cy
tru lin y  zużywane są dwie cząsteczki ATP. Wreszcie działanie takich 
enzymów jak ATPaza (29) czy heksokinaza w obecności glukozy (30), do
danych do zawiesiny m itochondriów prowadzi do zmniejszenia A G Pz.

2* http://rcin.org.pl
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To samo można osiągnąć przez dodanie do zawiesiny m itochondriów 
ADP (28).

P rzy  stym ulacji wszystkich wym ienionych reakcji zaobserwowano 
zmiany w szybkości oddychania. Ogólna prawidłowość, którą możemy 
sformułować na tym  etapie naszych rozważań, jest następująca: podwyż
szenie A Gox i zużywanie któregokolwiek z pozostałych potencjałów skła
dowych układu oksydacyjnej fosforylacji prowadzi do zwiększenia sub- 
m aksym alnych szybkości oddychania.

Można zaobserwować ściśle określoną zależność ilościową w szybkoś
ciach procesu oddychania i procesu, k tóry  bezpośrednio zmienia wartości 
potencjału składowego. W przypadku potencjałów fosforylacyjnych i od
dychania ilościowe powiązanie tych procesów określa stosunek P/O. Po 
raz pierwszy oznaczył wartość P/O oksydacyjnej fosforylacji O c h o a 
(35). Było to na początku lat czterdziestych. Zadziwiające jest więc, że to 
zdawało by się proste z technicznego punktu  widzenia oznaczenie do dziś 
jest przedm iotem  kontrow ersji (36). Przyczyną tego stanu rzeczy jest 
między innym i fakt, że nasze rozumienie procesu oksydacyjnej fosfory
lacji niepom iernie wzrosło i stąd wzrosła również ilość param etrów , 
które należy kontrolować lub korygować. Ostatnio wprowadzono metodę 
korygującą wpływ biernego, powrotnego transportu  protonów na w ar
tość P/O (37).

Precyzyjne oznaczenie wartości P/O  może stać się podstaw ą do ozna
czenia stechiom etrii procesów składowych oksydacyjnej fosforylacji. 
Przez stechiom etrię rozum iane są w tym  przypadku ilościowe zależności 
przebiegu procesu i ruchu H + przez błonę m itochondrialną, a więc dla 
przykładu: ilość H + zużywanych przy syntezie ATP i przy transporcie 
ATP przez błonę, czy wreszcie najbardziej dziś kontrow ersyjna stechio
m etria ilości przenoszonych H + przy utlenianiu poszczególnych substratów  
przez łańcuch oddechowy. P/O można traktow ać jako stosunek ilości H + 
potrzebnych do syntezy transportu  ATP do ilości H + w yrzucanych przez 
łańcuch oddechowy przy utlenianiu  substratu. Na podstawie oznaczenia 
P/O dla różnych substratów  oddechowych można więc wnioskować o sto
sunkach ilościowych w stechiom etrii działania łańcucha oddechowego 
z tym i substratam i (38). Oznaczenie P/O  może również dostarczyć w ia
domości o koszcie energetycznym  transportu  ATP. Na podstawie porów
nania stosunków P/O  układów, w których: a) ATP m etabolizowany był 
w ew nątrz mitochondriów, b) ATP metabolizowany był na zew nątrz m ito
chondriów, stwierdzono, że koszt transportu  ATP przez w ew nętrzną bło
nę m itochondrialną jest równy połowie ilości energii potrzebnej do synte
zy ATP w m itochondrialnej m atriks (39).

Bez względu jednak na trudności w precyzyjnym  oznaczeniu stechio
m etrii procesów oksydacyjnej fosforylacji ciągle jeszcze główna zasada, 
że zużywanie któregokolwiek z następujących potencjałów: A p, A G Pw, 
A GPz prowadzi do stym ulacji oddychania, wydaje się aktualna.
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W literaturze pojaw iają się co praw da doniesienia podważające tę 
zasadę. W roku 1975 E. J. D a v i s  i L.  L u m e n g  opublikowali p ra 
cę (29) stw ierdzającą, że A GPw nie zmienia się przy zmianie szybkości 
m itochondrialnego oddychania przez zużywanie A GPz. Było to sprzeczne 
z oczekiwaniem. W myśl bowiem teorii chemiosmotycznej (schemat 1) 
należało oczekiwać zmian w A GPw, jako elem entu następującej sekwencji 
wydarzeń. Obniżenie A GPz pociągnie za sobą obniżenie A GPw. Dopiero to, 
aktyw ując zużywającą „chemiosmotyczne” protony syntetazę ATP, po
ciągnie za sobą stym ulację wyrzucającego protony procesu oddycha
nia.

Można przyjąć, że om awiana praca D a v i s a  (29) była jednym  
z czynników prom ocyjnych późniejszych prac, postulujących bezpośred
nie oddziaływanie translokazy nukleotydów adeninowych i syntetazy ATP, 
a tym  sam ym  potencjałów A p i A GPz (40). Dalsze badania nie potw ier
dziły tego typu koncepcji. Gdy użyto nowej, precyzyjniejszej m etody 
oznaczania w ew nątrzm itochondrialnych nukleotydów adeninowych na tle 
egzogennych nukleotydów (12), okazało się, że przy wyczerpyw aniu A GPz 
i równoległej stym ulacji oddychania obserw uje się istotne zmiany 
w A G Pw (12, 41).

Również ciągle niepewne w ydają się dane o braku znaczących zmian 
w A p przy stym ulacji oddychania na drodze zużywania A GPz (22, 24, 
25, 27). Ponownie możemy przypomnieć, że w m yśl teorii chemiosmo
tycznej (schemat 1) łańcuch oddechowy „odczuwa” jedynie zmiany albo 
na poziomie swoich substratów  (A Gox), albo na poziomie swojego pro
duktu, czyli A p. Tak więc, w myśl tradycyjnego modelu chemiosmotycz- 
nego zużywanie A GPz powinno prowadzić do stym ulacji oddychania na 
następującej drodze. Zużywanie GPz prowadzi do obniżenia GPw, a to 
pociąga za sobą stym ulację enzymu budującego ten  potencjał, tj. synte
tazy ATP. Aktywność syntetazy ATP związana jest ze zużywaniem uprzed
nio wyrzuconych na zew nątrz m itochondriów protonów, lub inaczej mó
wiąc, ze zużywaniem A p. To właśnie jest bezpośrednią przyczyną sty 
m ulacji działalności łańcucha oddechowego, a więc układu, k tóry buduje 
A p. Dlatego też przy stym ulacji oddychania przez zużywanie A GPz, ocze
kiw any jest spadek w artości A p.

Obserwowane w doświadczeniach zmiany w A p są zwykle nie
wielkie. P rzy przejściu m itochondriów ze stanu spoczynkowego w stan 
aktyw ny (przejście stanu 4 w stan 3 (28)) A p zmienia się o około 10— 
15 mV (42—43), na tle ogólnej jego wartości rzędu 200 mV. Różnice w y
noszą więc, w tym  skrajnym  przypadku przechodzenia od m inimalnej 
do m aksym alnej szybkości oddychania, tylko około 5°/o wielkości m ierzo
nej. Na dodatek, pom iary A p są technicznie trudne (16, 44—47). Stąd 
też nasza niepewność w stosunku do prac, w których ogłaszane są obser
wacje, że A p nie zmienia się przy stym ulacji oddychania na drodze 
zużywania A GPz (22, 24, 25, 27).
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IV. Model regulacji oddychania opracowany przez Wilsona 
i współpracowników

Z powyższych danych wynika, że potencjały składowe układu oksy
dacyjnej fosforylacji, a więc A Gox, A p, A GPw i A GPz są we wzajem nej 
zależności. Ten to właśnie elem ent wyeksponowali w swoim m odelu re 
gulacji oddychania mitochondrialnego Wilson i współpracownicy (2, 5, 
48— 52). Poglądy ich można streścić następująco. Pomiędzy w ew nątrz- 
m itochondrialnym  A Gox, A GPz oraz stanem  oksydoredukcyjnym  skład
ników łańcucha oddechowego od NADH do cytochromu c włącznie, za
chodzi stan bliski równowagi term odynam icznej. Rozumiemy przez to, 
że reakcja sum aryczna:

pracuje w w arunkach stanu bliskiego równowagi (w rów naniu 1 wyznacz
nikam i „w” oznaczono stężenia m itochondrialne, a wyznacznikami ,,z” stę
żenia zewnątrzm itochondrialne). Oznacza to, że układ stężeń substratów  
i produktów  reakcji opisanej równaniem  1 jest zbliżony do tego, jaki opi
suje równanie 2:

Jedyną reakcją z całego układu oksydacyjnej fosforylacji, znajdującą się 
z dala od równowagi term odynam icznej, jest, jak tw ierdzą W i l s o n  
i współpracownicy (5, 53), praktycznie nieodw racalna reakcja katalizo
wana przez oksydazę cytochromową (reakcja 3).

Szybkość tej reakcji, a tym  sam ym  szybkość oddychania, jest zależna od 
stopnia redukcji cytochromu c. A ponieważ z równania 2 możemy wypro
wadzić, że

stąd twierdzenie, że szybkość oddychania zależy od A Gox (NADW/NAD ) 
i A GPz. Obniżenie A G Pz lub podwyższenie A Gox prowadzi do podwyż
szenia stopnia redukcji cytochromu c (równanie 4), a tym  sam ym  do 
zwiększenia szybkości oddychania (równanie 3).

Przyjęcie zasady, że układ oksydacyjnej fosforylacji p racuje w wa
runkach stanu bliskiego równowagi na swoich dwóch pierwszych m iej
scach sprzężenia, pociąga za sobą ważkie konsekwencje. Oznacza to, że 
jednym  z podstawowych czynników regulujących oddychanie komórko
we jest potencjał fosforylacyjny. Jest on jednym  z czynników, tak  jak

NADHw +  2 c3+ +  2 ADPz +  2 P iẑ N A D + + 2  c2+ +  2 A TPZ

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

4

http://rcin.org.pl



17] R E G U L A C JA  O D D Y C H A N IA  M IT O C H O N D R IA L N E G O 23

to przedstawiono w rów naniu 4, wpływających bezpośrednio na stopień 
redukcji cytochromu c, a więc na poziom substratu  oksydazy cytochro- 
mowej. W przeszłości postulowano, że zależność szybkości metabolizmu 
energetycznego od stanu puli nukleotydów adeninowych lepiej jest cha
rakteryzow ać przy użyciu takich w yrażeń jak: stosunek ATP/ADP 
(29, 54—55) lub zaproponowany przez A t k i n s o n a  ładunek energe
tyczny (56). Prace Wilsona i współpracowników wykazały, że potencjał 
fosforylacyjny jest do opisu tych przem ian w yrażeniem  najdogodniej
szym. I rzeczywiście, w układzie zawiesiny m itochondriów (50), jak  i izo
lowanych komórek w ątrobow ych (57) stwierdzono, że szybkość oddycha
nia zależała od wartości potencjału fosforylacyjnego, a nie od wyso
kości stosunku ATP/ADP. Ten ważny punkt najlepiej przedstaw iają w y
niki następującego doświadczenia (57). Izolowane kom órki wątrobowe 
inkubowano w obecności glicerolu. W trakcie inkubacji obserwowano 
akum ulację glicerofosforanu, i co za tym  idzie, wyczerpywanie w ew nątrz
komórkowego ATP i spadek stosunku ATP/ADP. Mimo to szybkość od
dychania, podobnie jak potencjał fosforylacyjny nie zmieniała się istot
nie. W yniki tego doświadczenia przedstawia tabela I (57).

Tabela I
Wpływ glicerolu na stężenia metabolitów w izolowanych komórkach wątrobowych (według 57)

•
Kontrola

10 mM glicerol
2 min. 5 min. 15 min.

ATP/ADP 4.02 - 2.60 1.99 1.57
ATP/ADP P, 1346 1203 1380 1277
ładunek energii 0.76 0.68 0.65 0.58
oddychanie

(¡¿mol/min/g) 1.57 1.64 1.41 1.20

Według Wilsona i współpracowników szybkość oddychania mitochon
drialnego zależy więc bezpośrednio od poziomu substratów  oksydazy cy- 
tochrom owej (równanie 4) i od kinetyki katalizowanej przez nią reakcji. 
W ażnym dokonaniem grupy Wilsona i Erecińskiej było stwierdzenie, że 
w yrażenie odzwierciedlające zależność, aktywności enzym u od stężenia 
tlenu  jest znaczącym czynnikiem  równania kinetycznego reakcji oksy
dazy cytochromowej (58, 59). Do tej pory uważano, że dzięki niezwykle 
wysokiemu, jak zakładano, powinowactwu oksydazy cytochromowej do 
tlenu  (podawano zwykle wartości Km około 1 ¡iM), zmiana w stężeniu 
tlenu  w trakcie doświadczenia nie wpływa na oddychanie mitochondriów. 
Czynnik ten  zaczynał odgrywać rolę dopiero w w arunkach bardzo zbliżo
nych do anerobiozy. Jak  wykazały badania Wilsona i współpracowni
ków, założenia te były fałszywe. Niezwykle złożona reakcja katalizowana 
przez oksydazę cytochromową (2), jest czuła na stężenie tlenu w znacz-
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nie szerszym zakresie. O tym , jak  złożona jest to reakcja, świadczyć 
może zaproponowany ostatnio do jej opisu wzór kinetyczny (5):

v  — ^  ~ k _ 2 / K c 2 + ) k 2 Q 2 a 3 T  ?
a +  p 0 2

gdzie a  i [3 to wyrażenia zależne od stanu redukcji cytochrom u c, k_2 i k 2 
to stałe szybkości reakcji, a K to stała równowagi.

Jak  widzimy, początkowo prosta konstrukcja W i l s o n a  i współ
pracowników (51), opisująca oddychanie komórkowe i m itochondrialne, 
w trakcie rozwoju zaczyna być coraz to bardziej złożona (5). Model traci 
na swojej klarowności, a pewne jego elem enty, jak  ten  opisany rów 
naniem  5, są spekulacjam i trudnym i do w eryfikacji doświadczalnej.

V. Krytyka modelu Wilsona i współpracowników

Pow stały na początku lat siedemdziesiątych model Wilsona, Ereciń- 
skiej i Krebsa był niew ątpliw ie dużym  osiągnięciem. W dziesięć lat póź
niej zaczyna być on poważnie podważany, jako niew ystarczający opis 
regulacji oddychania.

Z początku, głównym  źródłem kry tyki modelu był fakt, że nie za
wierał on takich elem entów jak A p i A GPw. Był to więc opis posłu
gujący się tradycyjnym i, a nie chemiosmotycznymi kategoriam i. Stąd 
też wiele procesów i obserwacji nie mogło być przy jego pomocy opisa
nych, jak dla przykładu stym ulacja oddychania związana z pobieraniem  
Ca2+ przez mitochondria. Ta tradycyjność opisu była, jak  się w ydaje, 
przyczyną pierwszych prób jego modyfikacji. Do nich należy np. próba 
przedstaw ienia regulacji oddychania m itochondrialnego w kategoriach 
term odynam iki procesów nieodw racalnych (60—63).

Ujęcie W i l s o n a ,  E r e c i ń s k i e j  i K r e b s a  (5) opisuje re 
gulację szlaku posługując się schem atem  tej jednej reakcji ogranicza
jącej pracującej w w arunkach odległych od równowagi, i pozostałych 
reakcji, pracujących w w arunkach zbliżonych do równowagi i nie m a
jących żadnego znaczenia regulacyjnego. Dziś wiemy, jak  skrajną sy tua
cją jest taki właśnie przypadek (1). Podział reakcji na obdarzone znacze
niem regulacyjnym  i na nie wykazujące takiego znaczenia, jedynie na 
podstawie kry terium  bliskości czy odchylenia reakcji od w arunków  rów 
nowagi, jest dziś poważnie podważany. Tradycyjne rozumowanie, na k tó
rym  oparty  jest pogląd o braku znaczenia regulacyjnego enzymów dzia
łających w w arunkach równowagi (64), można streścić następująco. Gdy 
aktyw ujem y enzym pracujący w w arunkach równowagi, w stężeniach 
substratów  i produktów reakcji przezeń katalizowanej nie zajdzie w ięk
sza zmiana, albowiem i tak  były one bliskie układowi stężeń, k tó ry  cha
rak teryzuje stan  równowagi. S tąd też zmiana aktywności tego enzymu nie
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oddziaływuje na inne etapy szlaku metabolicznego i nie może mieć w ta 
kim razie znaczenia regulacyjnego. Podobne rozumowanie można prze
prowadzić omawiając przypadek inhibicji takiego enzymu. Dopiero d ra
styczne zahamowanie aktyw ności enzymu mogłoby wpłynąć na działanie 
całego szlaku.

Podział enzymów na bliskie i oddalone od równowagi jest często trudny  
do przeprowadzenia, gdy rozpatrujem y przypadek określonego szlaku 
metabolicznego. Stąd też nierzadko trudno jest wyznaczyć za pomocą 
tego k ry te rium  enzymy o znaczeniu regulacyjnym . W komórce reakcje- 
są jedynie, bardziej lub m niej, odsunięte od w arunków  równowagi. G ra
nica oddzielająca enzymy pracujące w w arunkach bliskich równowagi 
od tych, pracujących z dala od równowagi jest umowna. Zwykle przy j
m uje się, że enzymy pracujące w w arunkach stosunku ilorazu masowego, 
reakcji do stałej równowagi reakcji (I7Keq) większego od 0.2, można uznać 
za enzym y bliskie równowagi (64). Ale czy rzeczywiście takie reakcje nie 
mogą mieć znaczenia regulacyjnego?

W modelu Wilsona, Erecińskiej i Krebsa postulowano stan  równowagi 
pomiędzy A GPz i w ew nątrzm itochondrialnym  A Gox (reakcja 2). Jeżeli 
tak  jest, to w zgodzie z ogólną prawidłowością term odynam iczną, rów
nowaga istnieje też na poziomie wszystkich reakcji pośrednich. Jedną z ta 
kich reakcji, tak jak to przedstawiono na schemacie 1, jest translokacja 
nukleotydów  adeninowych. Na tym  właśnie punkcie skupiły się badania 
kilku grup, które postawiły sobie za cel stwierdzenie, czy w fosforylu- 
jących m itochondriach translokaza nukleotydów adeninowych pracuje* 
w w arunkach bliskich równowagi (30, 65—67, 61, 12, 55).

Translokazę nukleotydów adeninowych opisano już wcześniej (68—70). 
W ram ach tego artyku łu  przypom nijm y jedynie, że jest to układ kata
lizujący transport nukleotydów adeninowych przez błonę m itochondrial- 
ną. ADP i ATP, bowiem tylko te nukleotydy są substratam i translokazy, 
transportow ane są na zasadzie wym iany. Na każdą cząsteczkę ATP prze
niesioną z m itochondrialnej m atriks do przestrzeni pozamitochondrialnej 
przypada cząsteczka ADP w nikająca do mitochondriów. System  ten  jest 
układem  transportow ym ; jak więc zdefiniować w tym  wypadku stan rów 
nowagi?

Substratam i translokazy są, najprawdopodobniej, w pełni z jonizowa
ne cząsteczki, ATP4- i ADP3- (10—11). Oznacza to, że korzystając z po
tencjału  elektrycznego na błonie (A 'P) translokaza buduje różnice sto
sunków ATP/ADP po obu stronach błony. Stan równowagi opisuje więc- 
następujące równanie (71):

A 'F =  R T /F  In (A T P /A D P )zew./(A T P /A D P )wew. .........6.

Na podstawie tego wzoru i w oparciu o dane przedstaw iające stężenia 
w ew nątrz- i zewnątrz-m itochondrialne nukleotydów adeninowych w w ą
trobie, próbowano obliczyć A W błony m itochondrialnej w tym  organie-

http://rcin.org.pl



26 J .  D U S Z Y Ń S K I [10]

(72—73). Podejście to jest jednak utrudnione faktem , że tylko nieskom- 
pleksowane z jonam i wapnia i magnezu nukleotydy adeninowe są substra- 
tam i translokazy i dlatego też przedstaw iony wzór (równanie 6) jedynie 
do takich postaci nukleotydów się odnosi. W komórce, zarówno w mi- 
tochondriach jak  i w cytoplazmie, jedynie bardzo niew ielka frakcja ATP 
czy ADP pozostaje nieskompleksowana. Obliczenie stężeń nieskomplekso- 
wanych, całkowicie zjonizowanych nukleotydów na podstawie oznaczo
nych w komórce lub m itochondriach stężeń całkowitych jest bardzo 
trudne (11). Duże kłopoty spraw ia też dokładne oznaczenie w artości po
tencjału błonowego innym i m etodam i (17, 45—46). Dlatego też podejście, 
w  którym  sprawdza się czy translokaza jest w równowadze na podstawie 
porównywania wartości i zmierzonych różnic w stosunkach ATP/ADP 
(równanie 6), jest poddawane w wątpliwość.

O wiele pewniejsze wydaje się podejście polegające na porównaniu 
pul nukleotydów adeninowych w m itochondriach pracujących z różnym  
obciążeniem translokazy nukleotydów adeninowych. Przykładem  może 
być doświadczenie, którego wyniki podano w tabeli II (65).

Tabela II

Pule nukleotydów adeninowych w preparatach mitochondrialnych oddychających z tą samą szyb
kością i syntetyzujących a) cytrulinę i b) glukozo-6-fosforan (według 65)

Wewnątrzmitoch. Zewnątrzmitoch.

a) synteza cytruliny
ATP 10.2 (nmole/mg białka) 153 (¡jlM)
ADP 3.1 (nmole/mg białka) 2.9 (jiM)

ATP/ADP 3.3 53

b) synteza glukozo-
-6-fosforanu

ATP 9.6 (nmole/mg białka) 151 (¡¿M)
ADP 3.0 (nmole/mg białka) 6.6 (¡xM)

ATP/ADP 3.2 23

W tabeli przedstawiono w ew nątrz- i zew nątrz-m itochondrialne sto
sunki ATP/ADP w zawiesinie m itochondriów, które inkubowano w dwóch 
układach: a) syntezy glukozo-6-fosforanu, w którym  translokaza pracuje 
intensyw nie i b) syntezy cytruliny, w którym  obciążenie translokazy jest 
nieznaczne. Stwierdzono, że przy identycznej szybkości oddychania, 
w ew nątrzm itochondrialne stosunki ATP/ADP są takie same w obu tych 
układach. Taka sama jest też wartość potencjału elektrycznego na błonie, 
A 'F (nie pokazano). W w ew nątrzm itochondrialnych stosunkach ATP/ADP 
obserw ujem y jednak istotne różnice. W ytłumaczyć je można jedynie 
zakładając, że translokaza nukleotydów adeninowych w fosforylujących 
m itochondriach nie jest ani w równowadze, ani też blisko równowagi. 
Dalsze prace poparły tę konkluzję (74—75).

http://rcin.org.pl



[11] R E G U L A C JA  O D D Y C H A N IA  M IT O C H O N D R IA L N E G O 27

Czy jednak wykazanie, że translokaza nie jest w tych w arunkach 
w równowadze, jest równoznaczne z postulowaniem  jej roli regulacyj
nej (1)? W iemy jak  umowne jest określenie granicy między reakcjam i 
bliskimi i oddalonymi od równowagi. Na skutek tej umowności dwie g ru
py, po wykonaniu praw ie że identycznych doświadczeń i uzyskaniu po
dobnych wyników, wyciągały przeciwne wnioski. Na podstawie m iarecz
kowania atraktylozydem  hepatocytów  w w arunkach aktyw nej gluko- 
neogenezy A k e r b o o m  i wsp. (60) postulowali regulacyjną rolę trans- 
lokazy nukleotydów adenino wy ch, podczas gdy S t u b b s i wsp. (76) 
wykluczali ją.

W rozpatryw aniu roli regulacyjnej enzym u bardzo pomocne okazuje 
się k ry terium  siły kontrolowania (Ci) (77—78, 1). Jest ono znacznie pre
cyzyjniejsze od omawianego powyżej kry terium  oddalenia reakcji od 
stanu równowagi. Siła kontrolow ania to współczynnik określający, jak 
zmiana aktyw ności, w ybranego enzymu (Ei) wpływa na przepływ przez 
szlak m etaboliczny (J):

W spółczynnik ten  został niezależnie wprowadzony przez H i g g i n s a 
(79, 80), K a c s e r a  i B u r n s a  (77, 78) i H e i n r i c h a  ze współ
pracownikam i (81—83). Wysoka siła kontrolowania świadczy o dużej 
możliwości odgrywania przez enzym roli regulacyjnej. Dodajmy jeszcze, 
że suma sił kontrolowania wszystkich enzymów szlaku jest równa jed
ności (2 Ci =  1), tak  więc za wysokie siły kontrolowania można uznać te 
przewyższające wartość 0.2. Olbrzymie znaczenie dla szerszego w prowa
dzenia analizy sił kontrolow ania do badań biochemicznych miało opra
cowanie metody, według której możliwe jest ich oznaczenie z zastoso
waniem  inhibitorów (84). To właśnie dzięki tej metodzie grupa J. M. T a - 
g e r  a z Am sterdam u zmierzyła w fosforylujących m itochondriach siłę 
kontrolowania translokazy nukleotydów adeninowych w odniesieniu do 
m itochondrialnego oddychania (85). Okazało się, że siła ta  zmienia się 
w zależności od obciążenia tego układu transportującego. W mitochon
driach zawieszonych w środowisku z heksokinazą i glukozą przy m aksy
m alnej szybkości oddychania (stan III (28)) siła ta  może osiągnąć wartość 
około 0.3. Jest to już znaczna siła kontrolowania. Badania te  potwierdza
ją  więc możliwość roli regulacyjnej translokazy nukleotydów adenino
w ych (30, 65, 67).

W ahania w wartości siły kontrolow ania translokazy nukleotydów ade
ninowych są związane ze zmiennością wielkości sił kontrolowania innych 
reakcji układu oksydacyjnej fosforylacji w zależności od szybkości oddy
chania. Stwierdzono, że reakcjam i charakteryzującym i się znacznymi si
łami kontrolowania mogą być: bierna przenikalność błony dla protonów 
(wysoka siła kontrolowania szybkości oddychania zbliżonych do stanu
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IV (28)), reakcja heksokinazy (wysoka siła kontrolow ania przy szybkoś
ciach pośrednich między stanem  IV i III (28)), transport substratów .

W chwili obecnej zmierzono już siłę kontrolowania translokazy nu
kleotydów adeninowych w stosunku do oddychania hepatocytów  produ
kujących glukozę (86). Okazało się, że i w tym  układzie translokaza po
siada znaczącą siłę kontrolowania.

Przedstawione badania są jeszcze dalekie od ukończenia. W ielu jed
nak z opisanych tu  obserwacji nie można ująć w kategoriach konstrukcji 
Wilsona, Erecińskiej i Krebsa. Przytoczone tu: zachowanie się translo
kazy nukleotydów adeninowych jak  układu odsuniętego od równowagi 
(85, 12, 65, 30, 67, 75), jej wysoką siłę kontrolowania w odniesieniu do 
oddychania w m itochondriach (85) jak i w izolowanych kom órkach w ą
trobow ych (86), niską siłę kontrolowania oksydazy cytochromowej w sto
sunku do mitochondrialnego oddychania (85, 87) trudno w yjaśnić z punk
tu  widzenia modelu Wilsona i współpracowników. Dlatego też w chwili 
obecnej jesteśm y w fazie budowania innego, znacznie bardziej dyna
micznego i szerszego opisu regulacji oddychania mitochondrialnego.

VI. Słowniczek ważniejszych wyrażeń i skrótów.

JpH — różnica pH w dwóch przestrzeniach rozdzielonych wewnętrzną błoną mi- 
tochondrialną.

AW — (błonowy potencjał elektryczny, potencjał błonowy) różnica potencjału elek
trycznego dwóch przestrzeni rozdzielonych wewnętrzną błoną mitochondrial- 
ną; wyrażana w mV.

AP — (Ajmh+ , siła protonomotoryczna, różnica potencjałów elektrochemicznych pro
tonów w dwóch przestrzeniach rozdzielonych wewnętrzną błoną mitochon- 
drialną, tj. w matriks mitochondrialnej i w przestrzeni pozamitochondrialnej 
(pomiędzy przestrzenią międzybłonową a przestrzenią zewnątrzmitochon- 
drialną nie ma bariery dla H+); p =  A^H-^ ApH, wyrażana w  mV. 

Potencjał fosforylacyjny — swobodna energia reakcji katalizowanej przez syntezę
ADP P

ATP; AG =  AG° +  2.3R T l o g i o — , gdzie AG° =  2.3 RT log i0Keq. Jest toATP
ujęcie uproszczone, albowiem przyjmujące następującą formułę reakcji ka
talizowanej przez syntetazę ATP; ADP +  Pi—>ATP. Uwzględnienie bardziej 
dokładnego zapisu tej reakcji: ATP Mg2_ +  H20->A D P Mg-  +  P f'+ H + , spra
wia, że do wyrażenia na potencjał fosforylacyjny wprowadza się ostatnio 
poprawki na efekty pH i stężenia Mg2+.

AGPw — potencjał fosforylacyjny w mitochondrialnej matriks.
AGPz — potencjał fosforylacyjny w  przestrzeni pozamitochondrialnej.
AGox — potencjał oksydoredukcyjny substratów łańcucha oddechowego; wyraża

ny w mV.
Spoczynkowy stan oddychania — (stan IV w terminologii C h a n c e ’a i W i l l i a m -  

s a (28)) szybkość oddychania mitochondriów zawieszonych w  izotonicznym  
medium z dodatkiem substratu oddechowego, ale z wyczerpanym akcepto
rem fosforanu (ADP).

Aktywny stan oddychania — (stan III w terminologii C h a n c e ’a i W i l l i a m -  
s a  (18)) szybkość oddychania mitochondriów zawieszonych w  izotonicznym  
medium, w skład którego wchodzą substrat oddechowy, ADP i Pj.
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Rozprzęgacz — substancja zdolna do przenoszenia protonów przez błonę lipidową.
Jej cząsteczka może przyjmować lub oddysocjowywać proton. W obu for
mach, zarówno uprotonowanej jak i zdysocjowanej, cząsteczka rozprzęgacza 
przenika przez błonę. Działanie rozprzęgaczy powoduje zniesienie Ap.

P/O — liczba cząsteczek ADP, które zostają ufosforylowane do ATP przy przejściu 
dwóch elektronów z substratu oddechowego, przez łańcuch oddechowy, na 
tlen (zredukowanie 1/2 0 2 do wody).

Pi — ortofosforan. 
c2+ •— zredukowany cytochrom c. 
c3+ — utleniony cytochrom c.
Keq — stała równowagi reakcji, stosunek iloczynu stężeń produktów do iloczynu 

stężeń substratów reakcji w warunkach jej równowagi, 
r  — iloraz masowy reakcji, stosunek iloczynu stężeń produktów do iloczynu 

stężeń substratów reakcji w warunkach branych pod uwagę.
Siła kontrolowania — (CO współczynnik określający, jak wahania w  ilości określonego 

enzymu (Ei) wpływają na przepływ przez cały szlak metaboliczny.
R — stała gazowa =  0.0083 kJ mol-1K ~ 1.
T — temperatura wyrażona w  skali Kelvina K.
F — stała Faradaya =  0.0965 KJ mol-1 mV-1 .

CCCP — karbonylocjanek chlorofenylohydrazyn.
Uwaga. Dla uproszczenia zapisu równań, przy wyrażaniu stężeń ominięto tradycyjne 

nawiasy kwadratowe.
Z a a k cep to w a n o  do d ru k u  6.09.1982
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Chromatograficzne i elektroforetyczne metody wyznaczania  
parametrów oddziaływania białko— ligand.

Chromatographic and Electrophoretic Methods for Determination of the 
Parameters of Protein—Ligand Interactions
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I. Wstęp

Odwracalne tworzenie kompleksów białek z drobnocząsteczkowymi 
ligandam i odgrywa kluczową rolę w najw ażniejszych procesach bioche
micznych. Kompleksy takie pow stają w skutek oddziaływania enzymów 
z substratam i i efektoram i, apoenzymów z koenzymami, hormonów z re
ceptoram i komórkowymi, leków i w itam in z białkam i transportu jącym i itd.

*) Dr, Zakład Biochemii Zwierząt, Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytetu 
Jagiellońskiego, Al. Mickiewicza 3, 31-120 Kraków.
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Badaniom m echanizm u wiązania różnych substancji przez białka przyznaje 
się przeto w wielu dziedzinach biochemii znaczenie podstawowe.

Pierw szym  etapem  takich badań jest term odynam iczna charak tery
styka omawianego równowagowego procesu. Najważniejsze param etry  
term odynam iczne opisujące ilościowo kompleks białko-ligand, to m aksy
m alna liczba cząsteczek ligandu przypadająca na jedną makrocząsteczkę 
białkową, precyzująca stechiom etrię kompleksu, oraz stała równowagi 
jego tworzenia, k tóra jest m iarą mocy rozważanego oddziaływania. Opra
cowano wiele metod doświadczalnego wyznaczania tych param etrów .

Stosunkowo rzadko wykorzystyw ane były do tych celów techniki 
chrom atograficzne i elektroforetyczne. W ostatnich latach zaproponowano 
wiele istotnych m odyfikacji i udoskonaleń klasycznych metod tej grupy. 
Wykazano również możliwość zastosowania do badania oddziaływania 
białko-ligand burzliwie rozw ijających się technik powinowactwa biolo
gicznego.

Niniejszy artyku ł stanowi przegląd różnych metoc| chrom atograficz
nych i elektroforetycznych pod kątem  ich zastosowania do wyznaczania 
param etrów  wiązania drobnocząsteczkowych ligandów przez białka. Uwy
puklono niektóre szczególnie korzystne cechy tych  metod w porównaniu 
z innym i technikam i służącymi podobnym celom. Zasadniczy przegląd 
poprzedzony jest krótką inform acją o teoretycznych sposobach analizy 
danych uzyskiwanych doświadczalnie.

II. Teoretyczny opis wiązania ligandu przez białko

Wielkościami, charakteryzującym i oddziaływanie białko-ligand a wy- 
znaczalnym i doświadczalnie są: stopień wiązania, w yrażany zwykle jako 
średnia liczba cząsteczek ligandu związanego przez jedną cząsteczkę biał
ka (r), oraz równowagowe stężenie ligandu ([L]). Z w ykresu ([L]), stano
wiącego izoterm ę wiązania (1) można odczytać term odynam iczne para
m etry  tylko po założeniu określonego modelu oddziaływania (2). Najczęś
ciej stosowany ogólny model opiera się na praw ie działania mas i zakłada 
istnienie wielostopniowej równowagi (3, 4):

B + L ^ B L  Ki  =

b l + l S b l 2 K 2 =

BLn_i +  L 5  BLn Kn =

[BL] 
[B] [L]
[BL2] 

[BL] [L]

[BLn]
[BL„_i][L]

B oznacza tu ta j białko, L — m onowalentny ligand, n — liczbę m iejsc
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wiążących ligand w makrocząsteczce. Z zależności tych łatw o wyprowa
dza się rów nanie Adaira (5):

r _  K 1[L] + 2K1K 2 [L]2+ ....... + nK t K 2 ... Kn [L]n
F 1 + K 1[L] + K 1K2 [L]2 + .......  + K 1K 2 .. .K n [L]n1 (rownam e )

W najprostszym  możliwym przypadku, gdy wszystkie miejsca wiążące 
są identyczne i nie oddziaływują ze sobą, otrzym uje się równanie (6—8):

nK[L]
r = i +  k[L] (równanie 2)

gdzie k — oznacza tzw. mikroskopową (wewnętrzną) stałą asocjacji cha
rakteryzującą hipotetyczną równowagę: 
miejsce nieobsadzone +  L ^  miejsce związane z L.
Zależność między stałą k a stałym i z rów nania 1 jest następująca:

Ki = k

Jeżeli wszystkie m iejsca wiążące można podzielić na m klas, w obrębie 
których miejsca są identyczne i niezależne, w tedy (9, 10):

m
V 1 n ,k |[L l , ,

r = L T i M L j  (równanie 3)
i = 1

Dopasowywanie rów nań teoretycznych do danych doświadczalnych 
przeprowadza się obecnie najczęściej m etodami num erycznym i przy za
stosowaniu maszyn cyfrowych (11— 15). Tracą natom iast na znaczeniu 
m etody graficzne, oparte na liniowych transform acjach równania 2, np. 
na wykresie Scatcharda (6):

-j-j-j- =  kn — kr (równanie 4)

W ykres Scatcharda ([L]) nie jest już linią prostą w przypadku

modelu m akrocząsteczki z kilkom a klasam i miejsc identycznych i nie- 
oddziaływujących ze sobą (10). Przy rozkładzie takich krzywoliniowych 
wykresów  na proste składowe wielu badaczy k ieru je  się intuicją, co 
z reguły  prowadzi jednak do rażących błędów (16). Podano kilka teore
tycznie praw idłowych graficznych metod analizy (9, 13, 17, 18). W praktyce 
można je jednak zastosować tylko do analizy układów, w których w y
stępują najw yżej 2 klasy m iejsc wiążących.

Krzywoliniowość w ykresu Scatcharda może wskazywać również na 
oddziaływania wzajem ne między m iejscami wiążącymi czyli tzw. koope- 
ratyw ność '(19, 20). Przyłączenie cząsteczek ligandu do pewnych miejsc 
może zmniejszać (kooperatywność ujemna) lub zwiększać (kooperatyw- 
ność dodatnia) powinowactwo innych miejsc do ligandu. Efekty takie są
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charakterystyczne m.in. dla enzymów allosterycznych (21, 22). Często 
stosowany, półilościowy sposób charakteryzow ania kooperatywności 
w układach białko-ligand polega na podaniu tzw. współczynnika Hilla (23) 
tj. współczynnika n H w równaniu

nk [L]"H
r = 1 + k [L]n" (równanie 5)

przy czym nH ^  n. W przypadku kooperatywności ujem nej nH< l ,  w 
przypadku kooperatywności dodatniej nH> l .

III. Chromatograficzne sączenie molekularne

III-l. Najprostsze zastosowania

W przypadkach, gdy tworzenie kom pleksu białko-ligand jest procesem 
bardzo powolnym (24), izoterm ę wiązania można wyznaczyć w bardzo 
prosty sposób. Białko inkubuje się z ligandem  do ustalenia równowagi, 
po czym oddziela się ligand wolny od białka zawierającego ligand zwią
zany (ryc. 1A). Z ilości ligandu we frakcji białkowej oblicza się w artoś
ci r  i [L], odnoszące się do wyjściowej m ieszaniny inkubacyjnej. Stano
wią one współrzędne pojedynczego punktu  izotermy.

Metodą tą wyznaczano m.in. param etry  oddziaływania hormonów ste
rydowych z receptoram i, przy zastosowaniu chrom atografii na żelach 
Sephadex, zarówno kolumnowej (25—27) jak i cienkowarstwowej (28).

Jeżeli w trakcie chrom atografii może występować częściowa dysocja- 
cja kom pleksu białko-ligand, mierzone wartości r są system atycznie za
niżane. Powoduje to nie tylko błędy w oszacowaniu param etrów  wiązania,

Objętość eluatu

Ryc. 1. Profile wymywania w  metodach chromatograficznego sączenia molekular
nego, wykorzystywanych do wyznaczania parametrów oddziaływania ligand-białko. 
A. Prosty rozdział ligandu związanego z białkiem od ligandu wolnego, B. Metoda 
Hummela i Dryera, C. Technika analizy czołowej. Z zakreskowanych obszarów 
na Ryc. A i B oblicza się ilość ligandu związanego z białkiem.
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ale również zniekształcenia w ykresu Scatcharda, co prowadzić może do 
przyjęcia fałszywego modelu badanej równowagi (29).

Częściowa dysocjacja kompleksu ligand-białko może występować 
wskutek kom petycyjnego wiązania ligandu przez żel, zachodzącego 
w trakcie chrom atografii^ Adsorpcję na żelach Sephadex obserwowano 
w przypadku wielu ligandów, m.in. sterydów  i licznych barwników. Za
proponowano m etody uwzględniania tego zjawiska w obliczeniach p ra
widłowych wartości funkcji r (27, 30). Mieszaninę inkubacyjną odpowia
dającą pojedynczemu punktowi na izoterm ie wiązania dzieli się na kilka 
porcji, k tóre poddaje się sączeniu m olekularnem u na kolum nach zawie
rających różne ilości żelu (27). Wyznaczone wartości r  są tym  mniejsze 
im wyższa jest zawartość żelu w kolumnie. Z ekstrapolacji do zerowej za
wartości żelu otrzym uje się popraw ioną wartość r, używaną do kon
strukcji w ykresu Scatcharda. Opisana procedura ekstrapolacyjna pozwa
la również na uwzględnienie stosunkowo rzadkiego zjawiska adsorpcji bia
łek na żelach chrom atograficznych. Stwierdzono np. że album ina surowicy 
wiąże się z żelem Sephacryl (31).

Opisana w tym  rozdziale prosta m etoda chromatograficznego wyzna
czania param etrów  wiązania wymaga odpowiedniego doboru żelu, tak 
aby następowało dokładne oddzielenie ligandu związanego od ligandu 
wolnego. Przedstawiono teoretyczną analizę w pływu niepełnych rozdzia
łów na kształt i param etry  w ykresu Scatcharda (32). W badaniach od
działyw ania białek z drobnocząsteczkowymi ligandam i czynnik ten  nie 
odgrywa jednak poważniejszej roli.

III-2. Metody równowagowe

Teoretycznie poprawniejsze m etody muszą uwzględniać fakt, że 
w trakcie chrom atografii m ieszaniny białka i ligandu równowadze tw o
rzenia kompleksu towarzyszy równowaga podziału wszystkich składni
ków pomiędzy fazę ruchom ą i fazę stacjonarną. Jest to szczególnie ważne 
wtedy, gdy asocjacja lub dysocjacja kom pleksu przebiega z szybkością 
porów nyw alną lub wyższą niż prędkość, z jaką prowadzi się rozdział 
chrom atograficzny (33).

Najstarsza z tych m etod opisana została przez H u m m e l a  i D r y -  
e r a  (34). Na kolum nę z żelem, zrównoważoną i przem ywany buforem  
zaw ierającym  ligand w określonym  stężeniu, nakłada się próbkę białka 
rozpuszczoną w tym  samym  roztworze. W trakcie strefow ej chrom ato
grafii białko ulega nasyceniu ligandem  do takiego stopnia r, jaki odpo
wiada użytem u stężeniu ligandu [L]. Profil elucji (ryc. 1 B) charaktery
zuje się linią podstawową, określającą równowagowe stężenie ligandu [L], 
dodatnim  szczytem zawartości ligandu pokryw ającym  się ze szczytem 
białkowym, oraz ujem nym  pasmem o objętości w ypływu takiej, jak  dla
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ligandu wolnego. Ilość ligandu związanego obliczyć można przez scałko- 
wanie szczytu dodatniego lub ujemnego.

Chrom atografia musi zapewnić całkowity rozdział obu pasm, przy 
czym białko nie może być oddzielane od kompleksu. W ymaganie to można 
łatwo spełnić w ybierając taki typ  żelu, w którym  białko oraz kompleks 
w ypływ ają w objętości pustej. Ponadto tworzenie kom pleksu musi być 
procesem dostatecznie szybkim. Nie jest natom iast konieczne uwzględ
nianie ewentualnego zjawiska wiązania ligandu przez żel.

Zaletą m etody Hum m ela i D ryera jest prostota oraz stosunkowo nie
wielkie zużycie białka. Pod względem precyzji z pewnością nie ustępuje 
ona klasycznej dializie równowagowej (35).

Omawianą technikę zastosowano z powodzeniem m.in. do badania od
działywania pochodnych tryptofanu  (35) oraz detergentów  (36) z albu
miną surowicy, różnych enzymów z ich efektoram i i substratam i (37—39), 
solubilizowanych receptorów błonowych z toksynam i (40), czynników 
białkowych z fluoryzującą sondą hydrofobową — anilinonaftalenosulfo- 
nianem  (41, 42) i in.

Teoretyczne rozważania nad kształtam i profili elucji w chrom atogra
fii żelowej prowadzonej techniką analizy czołowej wykazały możliwość 
zastosowania tej m etody do badania szybko ustalających się równowag, 
m.in. typu  P  +  n Q ^ P Q n (43—47). Zasada metody jest następująca 
(ryc. 1 C). Na kolum nę zrównoważoną buforem  wprowadza się miesza
ninę białko-ligand aż do zaobserwowania w wycieku plateau (obszar (3 
na ryc. 1 C) o stężeniu składników identycznym , jak  w mieszaninie w yjś
ciowej. W ymywanie kontynuuje się przy użyciu buforu, przy czym na 
zstępującym  ram ieniu profilu elucji pojawia się drugie plateau (obszar y), 
którego poziom odpowiada równowagowemu stężeniu ligandu [L] (48, 49). 
Metoda jest stosowalna w przypadkach, gdy kompleks oraz wolne białko 
poruszają się w żelu z jednakową szybkością, znacznie jednak wyższą 
niż wolny ligand. M igracja kom pleksu białkowego musi być ponadto 
niezależna od stężenia zarówno białka jak i ligandu (48). Nie jest ko
nieczne jakiekolwiek uwzględnianie ew entualnego oddziaływania żel- 
-ligand, gdyż w momencie ustalenia p lateau pojemność wiążąca żelu zo
staje  wysycona w stopniu, odpowiadającym  wartości równowagowego 
stężenia ligandu, lub całkowicie w przypadku adsorpcji nieodw racalnej. 
W odróżnieniu od m etody Hum m ela i D ryera technika czołowa pozwala 
na badanie układów, w których kinetyka wiązania jest stosunkowo wol
na. Ponieważ pom iary stężenia ligandu w obszarach plateau (3 i y w y
konuje się w wielu frakcjach, wyznaczane w artości mogą być uśredniane 
i poddawane statystycznej analizie. Zapewnia to dużą precyzję oznacze
nia (49).

Niewątpliwym  ograniczeniem m etody jest natom iast konieczność zu
żywania dużych ilości białka. W niektórych przypadkach można jednak
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frakcje z obszaru plateau (3 w ykorzystać do wyznaczenia kolejnego punktu 
izoterm y wiązania, odpowiadającego wyższemu stężeniu ligandu.

Technika w ysycania równowagowego (50—52) oparta jest na bez
pośrednim  optycznym  skanowaniu małej chrom atograficznej kolumny, 
wysyconej roztworem  zaw ierającym  białko i ligand. Stosunek mierzo
nych w artości absorbancji (po uwzględnieniu linii podstawowej, otrzy
manej po zrównoważeniu żelu buforem ) w obszarze zawierającym  żel 
oraz w obszarze ponad żelem jest równy tzw. przekrojow i podziału £, re 
prezentującem u objętość rozdziału składnika na jednostkę długości ko
lumny. Dla składnika j:

Ęj =  a +  (3<7j

gdzie: a oznacza przekrój objętości pustej, (3 — przekrój objętości we
w nętrznej, a o — współczynnik podziału. W w yniku pomiarów otrzy
m uje się w artości i ,  a  i (3, znormalizowane do jednostkowej powierzchni 
przekroju kolumny. Równowagowe stężenie ligandu [L] oblicza się z rów 
nania (51):

rT1 , Ql ([L]) rT , Ł - &  , , . „x[LJ +  —---- -— = [L0] -=----=— (rowname 6)
tg —¿b tg —

w którym  [L„] oznacza całkowite stężenie ligandu, a QL ([L])— stężenie 
ligandu związanego przez żel. Przekroje podziału oblicza się nasycając 
kolumnę buforem  zaw ierającym  substancję nie ulegającą wiązaniu przez 
żel, np. glicyloglicynę ( |g =  a+(3), buforem  zaw ierającym  samo białko 
( ib, zwykle równe a) lub buforem  zawierającym  białko w stężeniu [B„] 
i ligand w stężeniu [L0] (£L). Izoterm ę wiązania ligandu przez żel QL ([L]) 
należy wyznaczyć wcześniej, nasycając kolum nę buforem  zawierającym  
sam ligand, w stężeniu [L] i korzystając z równania:

Ql  =  [L] (ĘL — cg) (równanie 7)

Znając [L] Łatwo obliczyć stopień wiązania r  jako [L0]—[L]/[B„].
Technika charakteryzuje się ogromną precyzją, jeszcze większą niż 

w przypadku analizy czołowej. W ynika to z faktu, że każdy z ok. 100— 
200 punktów  otrzym yw anych w w yniku skanowania traktow ać można 
jako niezależny eksperym ent, co pozwala na krytyczne opracowanie sta
tystyczne m ierzonych wielkości. Duża szybkość ustalania się równowagi 
tw orzenia kom pleksu nie jest w arunkiem  koniecznym. Ze względu na 
spektrofotom etryczny charakter pom iarów zakres zastosowań ogranicza 
się do układów, w których widma mieszanin ligand wolny-ligand zwią
zany charakteryzują się występowaniem  punktu  izozbestycznego poza za
kresem  absorpcji białka. Inną wadą jest dość duże zużycie białka. Me
toda w ysycania równowagowego była następnie m odyfikowana (53). Po
dobne zasady w ykorzystane zostały w tzw. szerokostrefowej modyfikacji
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techniki H u m m e l a  i D r y e r a  (51). W szystkie te  metody nie zyskały 
jednak popularności z uwagi na konieczność użycia skomplikowanego 
układu eksperym entalnego.

Trudności te usunięto w opracowanej ostatnio technice cyklicznego 
podziału żelowego (54), w której roztw ór zawierający białko i ligand 
przepływ a w sposób ciągły przez zawiesinę żelu. R ejestru je się absor- 
bancję krążącego roztworu.

N ajpierw  kalibru je się układ, wyznaczając stężeniową zależność współ
czynnika podziału ligandu między fazę stacjonarną i ruchom ą. Tym  sa
m ym  określa się zarazem stopień wiązania ligandu przez żel. Po w pro
wadzeniu do obwodu określonej ilości białka i ligandu i po ustaleniu 
się równowagi, oznacza się stężenie ligandu w krążącym  roztworze. 
Uwzględniając wartość współczynnika podziału, odczytaną z krzyw ej 
kalibracyjnej, można obliczyć ilość ligandu w fazie stacjonarnej, a następ
nie r  i [L].

Zaletą techniki jest szybkie ustalanie się równowagi podziału, a także 
możliwość znacznej m iniaturyzacji i zminimalizowania zużycia białka. 
Zachowana została wysoka precyzja oznaczeń, ale również wada, w po
staci ograniczenia do układów izozbestycznych.

IV. Ilościowa chromatografia powinowactwa

Tzw. chrom atografia powinowactwa opiera się na w ykorzystaniu pod
łóż chrom atograficznych, zawierających różne ligandy unieruchom ione 
kowalencyjnie. Ten rodzaj chrom atografii adsorpcyjnej pozwala na szyb
kie i efektywne izolowanie białek specyficznych względem wybranego 
ligandu. Ogólne zasady m etody oraz zakresy zastosowań omawiane są 
w licznych artykułach przeglądowych (55, 56), a także obszerniejszych 
opracowaniach (57—62). K ierunek, polegający na w ykorzystaniu tej tech
niki do wyznaczania param etrów  oddziaływań białek z innym i substan
cjami, określa się mianem „ilościowej chrom atografii powinowactwa” 
(63).

Jej rozwój datuje się od momentu, gdy A n d r e w s  i wsp. (64), 
zaobserwowawszy wpływ rozpuszczalnych m onosacharydów na zwięk
szoną adsorpcję galaktozylotransferazy wym yw anej strefowo z a-lakto- 
album iny sprzężonej z Sepharose, wyprowadzili równania opisujące iloś
ciowo oddziaływania między wym ienionym i składnikami. W podobny 
sposób zbadano kilka analogicznych układów, w których ligand rozpusz
czalny indukuje wiązanie białka przez ligand unieruchom iony (65—68). 
Przykładow y sposób analizy (68) opiera się na następującym  schemacie 
równowag:
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K a  _

B + La ^  BLab 
+  +

L b  L b  

Kb % _ K ba % Kab 
BLb + La ^  BLbLa

gdzie L oznacza ligand związany z podłożem chrom atograficznym , L — 
ligand wolny, K — stałe asocjacji kompleksów rozpuszczalnych, K — stałe 
asocjacji dla kompleksów unieruchomionych. Objętość w ypływ u białka V 
oblicza się z równania:

w , (V0- V p){K a [La] +  KbKba[Lb][La]} , ,
V =  V0 H-------------------, , v  n  .---------------- (równanie 8)

1 +  ^ b  LL bJ

gdzie Vp — oznacza pustą objętość kolumny, V0 — objętość wypływu 
w razie braku oddziaływania białka z ligandami.

W opisanych układach ligand związany z żelem oraz ligand wolny to 
całkowicie różne substancje. Większość zastosowań praktycznych oparto 
jednak na zjawisku kom petycji między ligandem  rozpuszczalnym a unie
ruchom ionym  ligandem  o podobnej naturze chemicznej. W najprostszym  
przypadku białka mono walencyjnego rozważa się zatem dwie równo
wagi:

K
B + L ^ B L  

K
B + L ^  BL

W obecności ligandu rozpuszczalnego w stężeniu [L] białko jest w ym y
wane z kolum ny w objętości V, określonej rów naniem  (69):

1 _  (1 + K  [B]) _____ K[L]
V - V 0 f - 1(V0- V p)K [L] f - 1(V0- V p)K [L] (rowname 9)

gdzie f oznacza frakcję fazy nieruchom ej dostępną dla białka a znaczenie 
pozostałych symboli podano w opisie rów nania 8. P aram etry  wiązania

odczytuje się z w ykresu ([L]). Objętość w ypływ u białka V można
V — Vo

wyznaczyć metodą ciągłego w ym ywania (69—72), w której roztwory
o stałych stężeniach białka wprowadza się w sposób ciągły na kolumnę 
do chwili otrzym ania dobrze wykształconych frontów  elucji, wykorzy
styw anych do obliczania stałych wiązania. Opisano w arian t metodyczny, 
w którym  oznacza się nie objętość elucji lecz ilość związanego białka (73). 
W adą wszystkich m etod wym yw ania ciągłego jest stosunkowo duże zu
życie białka.

Inny sposób wyznaczania objętości V polega na zrównoważeniu ko
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lum ny roztworami o różnym  stężeniu ligandu rozpuszczalnego strefow ym  
w ym yw aniu białka. W yniki pom iarów analizuje się według rów na
n ia  (74):

1 _  1 K [L]
V -  V0 • (V0 -  VP)K [L] + (V0 -  VP)K [L] (równanie 10)

Je s t ono analogiczne do rów nania 9 z f =  1 i K [B] 1. Ostatnie założe
nie w arunkuje szczególną zaletę techniki strefowego w ym ywania kom- 
petycyjnego — konieczność zużywania m inim alnej ilości białka. Tylko 
czułość detekcji białka w wycieku może być pod tym  względem czynni
kiem  ograniczającym. Inna zaleta to możliwość ilościowego badania 
słabych oddziaływań tj. przypadku, dla którego wiele klasycznych me
tod (np. dializa równowagowa) daje wyniki obarczone dużymi błędami. 
Najniższe wartości K, wyznaczone przy zastosowaniu strefowego w ym y
w ania kom petycyjnego są rzędu 100 M-1 (75).

Omawianą technikę zastosowano do wyznaczania stałych K i K dla 
oddziaływania różnych ligandów z nukleazą ze Staphylococcus (74, 76), 
rybonukleazą (75, 77, 78), chym otrypsyną (79), trypsyną (80, 81), karbo- 
ksypeptydazą B (68) oraz fragm entem  Fab imm unoglobuliny A (82 a). 
Zmodyfikowany w ariant m etodyczny wykorzystano do oszacowania sta
łej K dla układu AM P-dehydrogenaza mleczanowa (83). Dla tego samego 
układu opracowano inną m odyfikację (84), polegającą na w ym yw aniu 
w  gradiencie stężenia rozpuszczalnego ligandu. Stałą K dla badanego 
ligandu odczytywano z krzyw ej kalibracyjnej, sporządzonej dla szeregu 
ligandów o znanych wartościach K.

Ograniczeniem m etody kom petycyjnego w ym ywania strefowego jest 
trudność oszacowania efektywnego stężenia unieruchomionego ligandu 
a  co za tym  idzie — niepewność oznaczenia stałej K. Największą jednak 
wadą jest zawężenie zakresu zastosowań głównie do białek mono w alen
cyjnych. Próby jej adaptacji do układów poliw alencyjnych (n >  1) pod
jęto dla kompleksów im m unoglobulina A-fosfocholina (82 a, b) oraz kon- 
kanaw alina A -cukry (85). W yprowadzone rów nania nie m ają charakteru  
ogólnego, a ponadto są skomplikowane i można je analizować wyłącznie 
m etodam i num erycznym i.

Uproszczony sposób traktow ania układów poliw alencyjnych (86) po
lega na użyciu żelu o bardzo niskiej zawartości ligandu unieruchom io
nego. W tych w arunkach jedna cząsteczka białka nie może jednocześnie 
wiązać dwóch cząsteczek unieruchomionego ligandu. Układ zachowuje 
się przeto jak m onowalencyjny, co pozwala na zastosowanie rów na
nia 10.

W przypadku wyższych stężeń ligandu unieruchomionego, wiązanie 
z białkiem  poliw alencyjnym  może wykazywać efekty kooperatywności, 
uw arunkow anej czynnikami sterycznym i. Ostatnio przedstawiono teo
retyczną analizę tego zjawiska (87).
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Tak czy inaczej, jeżeli ilość miejsc wiążących w rozpuszczalnym biał
ku (n) nie jest z góry znana, nie można jej wyznaczyć przy zastosowa
niu ilościowej chrom atografii powinowactwa, przynajm niej w chwili 
obecnej. Natom iast nie przedstaw ia trudności wyznaczenie izoterm y wią
zania ligandów przez unieruchom ione białka, co zaprezentowano na przy
kładzie oddziaływania pew nych leków z unieruchom ioną album iną suro
wicy (88). W yznaczając objętości wym yw ania ligandów (VL) z kolum ny 
z unieruchom ionym  białkiem  techniką analizy czołowej oraz posługując 
się równaniem  11:

vL — v£ = vż[B] —  r (równanie 11)

w którym  Vż oznacza objętość fazy żelowej, otrzym ano krzywoliniowy 
wykres Scatcharda, in terpretow any za pomocą m odelu dwóch klas miejsc 
wiążących.

V. Klasyczne metody elektroforetyczne

Techniki elektroforetyczne pozwalają na m ierzenie ruchliwości elektro- 
foretycznej białek — wielkości, k tóra ulega znacznym  zmianom wskutek 
oddziaływania białkowych m akrojonów z innym i jonowymi substancja
mi. Z tego typu oddziaływaniam i związany jest jednak szereg teoretycz
nych i praktycznych problem ów, nie spotykanych w przypadku obojęt
nych ligandów. Zagadnienia te omówione są w cytow anych już pracach 
(3, 4). Oddziaływania elektrostatyczne spraw iają, że miejsca wiążące jony 
nie są niezależne. Uwzględnienie tego efektu prowadzi do wyrażenia 
na stałą mikroskopową:

ki = (k0)i e_2wZBZL (równanie 12)

gdzie: ZB — oznacza ładunek białka, ZL — ładunek ligandu, a w jest pew
ną stałą, zależną m.in. od promienia m akrojonu i ligandu. Równanie 3 
przybiera w tedy złożoną postać:

m
= V  n; (k0)t [L] ę~2wZBZL

r  ¿ L i  1 + ( k 0 ) i  [ L \ e - 2 w Z ^
i = 1

Jeżeli niewielka ilość jonów wiąże się z białkiem  o m ałym  ładunku 
netto, w tedy człon w ykładniczy w rów naniu 12 jest zaniedbywalny, co 
oznacza, że elektrostatyczne oddziaływania między m iejscam i wiążącymi 
można zignorować.

W przypadku, gdy ligandem  jest jon m etalu, badaną równowagę na
leży najczęściej rozpatryw ać jako współzawodnictwo ligandu z jonami 
wodorowymi o te same m iejsca wiążące.
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Każdy z kompleksów mieszaniny równowagowej, BLj (j =  0, 1, 2, n), 
charakteryzuje się odrębną wartością ruchliwości uBlj • Tzw. składnikowe 
ruchliwości elektroforetyczne białka (uB) i ligandu (uL) zdefiniowane są 
równaniam i:

Zasadniczo są to wielkości m ierzalne, podobnie jak u B i uL. Z połączenia 
równań 13 i 14 z rów naniam i opisującymi obowiązujące równowagi 
(rozdz. II) należy wyznaczyć param etry  badanego oddziaływania. W przy
padkach wiązania m ałych jonów przez białka, n jest na ogół na ty le duże, 
że om awiany układ równań można rozwiązać dopiero po wprowadzeniu 
dodatkowych upraszczających założeń.

N ajstarsza z technik elektroforetycznych, elektroforeza ruchom ej gra
nicy (elektroforeza czołowa), jest już w chwili obecnej mało popularna 
w typowych pracowniach biochemicznych. Ogólne zasady pomiarów ruch
liwości elektroforetycznej tą  techniką omawiane są we wszystkich szer
szych opracowaniach poświęconych elektroforezie (np. 89). Podstawowe 
problem y, związane z zastosowaniem do wyznaczania param etrów  od
działywania białek z substancjam i jonowymi omówili N i c h o 1 i wsp. 
(90), zawężając jednak dyskusję do kompleksów m akrocząsteczka-m akro- 
cząsteczka. Rzeczywiście jednak, czołowa elektroforeza szczególnie na
daje się do badania tego typu  równowag, dla k tórych n =  1 (np. 91—94). 
Dawniejsze zastosowania do układów białko-ligand drobnocząsteczkowy 
(95—98) wym agały m ierzenia wartości uB, u L, uB i uL, oraz znajomości 
[B0] i [L0] w próbce. [L] obliczano zakładając, że miejsca wiążące ligand 
są identyczne i nie oddziałują ze sobą oraz że każda cząsteczka ligandu 
związana z* białkiem  powoduje zmianę ruchliwości elektroforetycznej 
białka o tę  samą wartość A:

Koniec końcem jednak, znajomość wartości 5 nie była konieczna.
Stosunkowo niedawno zaproponowano znacznie uproszczoną w ersję 

metodyczną (99), w której próbkę białka, przed poddaniem elektroforezie, 
dializuje się względem nadm iaru buforu zawierającego ligand, którego 
stężenie [L] staje się w ten  sposób znane z góry. Pozostają wtedy do 
wyznaczenia wartości uB i uB. Stosuje się równanie:

(równanie 13)

n

(równanie 14)

U BLj  — uB + A-j —  uB (1 + j • S) (równanie 15)

uB — ub _  n 8 k [L] 
uB 1 + k [L] (równanie 16)
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Zaletą tej techniki jest prostota oraz możliwość badania słabych oddzia
ływań, takich jak w przypadku układu owoalbum ina-jon H P 0 42-, z k rzę
du 100 M_1. Poważną wadą jest niemożność obliczenia ilości m iejsc w ią
żących n, bez uprzedniej znajomości param etru  5. Dla oszacowania jego 
wartości należy odwołać się do teorii ruchliwości elektroforetycznej 
H e n r y ’e g o (100) lub A b r a h a m s o n a  (101), k tórych omówienie 
znaleźć można w każdym  szerszym opracowaniu poświęconym elektro
forezie. Ogólnym ograniczeniem  technik elektroforezy ruchom ej granicy 
jest konieczność zużycia znacznych ilości białka.

W ykazano, że precyzyjne pom iary ruchliwości elektroforetycznej moż
liwe są również przy zastosowaniu strefow ej elektroforezy bibułowej 
(102, 103). Technikę tę  wykorzystano w badaniach oddziaływania jonów 
cynku i kadm u z album iną surowicy (104), w zorując się pod względem 
sposobu in terp re tac ji na wcześniejszym wariancie elektroforezy czoło
wej (105). Fundam entalnym  założeniem była proporcjonalność ruchli
wości elektroforetycznej i ładunku białka:

AZb =  Au-f

W spółczynnik f obliczano z rów nania H enry’ego lub korzystano z opubli
kow anych korelacji em pirycznych (106). Biorąc pod uwagę kom petycję 
pomiędzy jonam i m etalu i jonam i wodorowymi i zakładając prosty model

wiązania, otrzym ano param etry  oddziaływania z zależności ^ od .

Ostatnio na przykładzie układu owoalbum ina-fosforan zaprezentowano 
sposób w ykorzystania standardow ej elektroforezy w żelu poliakrylo- 
am idowym  do wyznaczania param etrów  oddziaływania białko-jon (107). 
P rzy odpowiednim doborze w arunków eksperym entalnych, ruchliwości 
białka u B i u B w rów naniu 16 można zastąpić przez względne współ
czynniki przesunięcia Rf. Metoda jest niew ątpliw ie najłatw iejsza do w y
konania z wszystkich dotąd omówionych. Pozwala na badanie bardzo sła
bych oddziaływań, ze stałym i k rzędu 100 M“ ł i zużywa m inim alne ilości 
białka. Do badania można używać próbek nieoczyszczonych, zaw ierają
cych wiele składników białkowych! Można przypuszczać, że w najbliższym  
czasie technika ta  zyska powszechne uznanie. Jej ograniczeniem, wspól
nym  jednak dla wszystkich metod elektroforetycznych, jest aprioryczne 
założenie najprostszego modelu oddziaływania białko-ligand.

VI. Elektroforeza powinowactwa

Term in „elektroforeza powinowactwa” rezerw uje się najczęściej dla 
technik elektroforetycznych, prowadzonych w żelach zaw ierających unie
ruchom ione ligandy. Ogólne zasady i zakres zastosowań tej m etody oma
wiano w kilku artykułach  przeglądowych (108—111). W chwili obecnej,
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jedynym  kierunkiem  elektroforezy powinowactwa, k tóry  w ykorzystyw a
no do wyznaczania param etrów  oddziaływania drobnocząsteczkowych li- 
gandów z białkami, jest elektroforeza w żelach poliakryloamidowych. 
Posługiwano się w niej form alizm em  analogicznym jak w przypadku chro
m atografii powinowactwa. W przypadku białek m onowalencyjnych, od
ległość 1 na jaką pasmo białkowe w ędruje w żelu zaw ierającym  ligand 
unieruchom iony (L) oraz ligand wolny (L), związane jest ze stałym i aso
cjacji K, K równaniem  (112):

1 1 + K [L]
T ^ T  -  T i T  (równanie 17)

gdzie 10 — oznacza ruchliwość w przypadku braku  oddziaływania z że

lem, tj. przy 1 =  0. P aram etry  wiązania łatwo odczytać z w ykresu -j---- :
_  io 1

([L ]).
Równanie powyższe jest słuszne przy szeregu założeń. M.in. ruchli

wość białka oraz kompleksu BL muszą być identyczne, tworzenie kom
pleksów musi być reakcją bardzo szybką, stężenie białka w w ędrującej 
strefie musi być znacznie niższe niż [L] i [L].

Szereg trudności związany jest z m etodyką unierucham iania ligandu. 
Jak  dotąd, jedynym  praktycznie osiągalnym  sposobem jest przeprow a
dzenie polim eryzacji żelu poliakryioamidowego w obecności m akroczą
steczkowej, rozpuszczalnej pochodnej ligandu, k tóra po utworzeniu poli
m eru ulega fizycznemu uwięzieniu w jego sieci. Po raz pierwszy metodą 
taką posłużono się w przypadku naturalnych, niezmodyfikowanych poli
sacharydów (113), k tórych unierucham ianie pozwoliło później na wy- 

r znaczanie param etrów  wiązania pewnych patologicznych im m unoglobu- 
lin (114— 116) oraz lektyn (117) z cukram i. Częściej jednak rozpuszczalne, 
wysokocząsteczkowe dekstrany stanowią nośniki, do których przyłącza się 
ligandy zgodnie ze zwykłą m etodyką chrom atografii powinowactwa (118). 
Tego typu żele wykorzystano do badania oddziaływania trypsyny z p-am i- 
nobenzoam idyną (119) oraz szeregu białek z Blue Dextran  (120). A lter
natyw na droga syntezy makrocząsteczki niosącej ligand polega na kopo- 
lim eryzacji nienasyconej pochodnej ligandu z akryloamidem. O trzym uje 
się liniowe, rozpuszczalne kopolimery, których masę cząsteczkową i za
wartość ligandu można w pewnych granicach kontrolować (121). Tech
nikę tę zastosowano w badaniach oddziaływań lektyn (112, 122— 128)
i oksydazy galaktozy (129) z cukram i, różnych enzymów z unieruchom io
nym  AMP (130, 131). Można również syntezować kopolimery, niosące 
grupy reaktyw ne, które następnie podstawia się ligandem. To podejście 
wykorzystano do unieruchom ienia p-am inobenzoamidyny (119) i AMP 
(132).

Nośniki ligandu muszą posiadać dostatecznie dużą masę cząsteczko
wą, gdyż całkowite unieruchom ienie ligandu jest w arunkiem  stosował-
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ności rów nania 17. Ogromną wadą opisanej m etodyki jest m ikrohetero- 
genność rozmieszczenia ligandu, która zapewne wpływa na wyznaczane
param etry  K i K, chociaż nie opublikowano dotąd prac ujm ujących iloś
ciowo tej efekt (111).

Oba powyższe ograniczenia można usunąć, przeprowadzając bezpo
średnio syntezę żeli poliakryloam idowych zawierających kow alencyjnie 
związany ligand. Tego typu żele sporządzano przez dodanie glukozydów 
allilowych do zwykłej m ieszaniny polim eryzacyjnej (133, 134). Sposoby 
takie nie były jednak jeszcze stosowane w ilościowych badaniach oddzia
ływ ań białko-ligand.

Dokładność wyznaczenia wartości K ściśle zależy od prawidłowego 
przyjęcia stężenia unieruchomionego ligandu (równanie 17). W wielu 
przypadkach jednak nie wszystkie reszty unieruchomionego ligandu są 
dostępne dla białka, w skutek czego efektyw ne [L] jest niższe niż w y
znaczone z całkowitej zawartości ligandu w żelu.

Dalszymi wadam i m etody ilościowej elektroforezy powinowactwa są: 
niemożność wyznaczenia stałych K dla naładowanych ligandów oraz ogra
niczenie do białek m onowalencyjnych. Do tej pory om aw ianą metodą 
zbadano tylko jeden układ bardziej złożony — dim eryczną fosforylazę 
glikogenu (135). Opublikowane ostatnio teoretyczne rozważania (136), 
nie testow ane jednak do tej pory eksperym entalnie, sugerują, że w ar
tość K można oznaczyć również dla białek poliw alencyjnych (n >  1). 
W tych przypadkach zamiast K otrzym uje się K/n. Być może w tym  
duchu należałoby interpretow ać pewne wątpliwości, które budzi praca nad 
oddziaływaniem  album iny surowicy z żelem zaw ierającym  węglowodoro
we podstaw niki (137).

W szystkie te  ograniczenia tracą jednak na znaczeniu w konfrontacji 
z ogromnym i zaletam i tej m etody (111). Jest ona szybka, łatw a do zasto
sowania i zużywa m inim alne ilości białka. Pozwala ilościowo charak tery 
zować wyjątkow o słabe oddziaływania (stałe rzędu 10—1 M-1). Param e
try  wiązania można wyznaczyć jednocześnie dla kilku form  białka, np. 
izoenzymów. W ogóle próbka białka nie musi być oczyszczona! Ponadto 
m etoda jest praktycznie jedyną, która pozwala wykrywać i ilościowo cha
rakteryzow ać heterogenność białek pod względem powinowactwa do unie
ruchom ionych ligandów (112, 124, 125, 138—-140). Chrom atografia powi
nowactwa jest na ogół mało przydatna do tego celu, gdyż charakteryzuje 
się stosunkowo niską rozdzielczością (111).
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Wykaz stosowanych skrótów: DBP — białko wiążące witaminę D (Vitamin D 
Binding Protein), Gc — czynnik grupowo-specyficzny; skrót określający zarówno 
gen, jak i jego produkt — białko, Gcl, Gc2 — allele genu Gc, DBP =  Gc — podwójna 
nazwa białka wiążącego witaminę D, Gcla  — pasmo białkowe anodowe w roz
dziale elektroforetycznym, Gclk  — pasmo białkowe katodowe w rozdziale elektro- 
foretycznym, 1,25 (OH)2D3 — 1,25 dwuhydroksycholekalciferol, 24,25 (OH)2D3— 
24,25 dwuhydroksycholekalciferol, 25,26 (OH)2D3— 25,26 dwuhydroksycholekalciferol, 
25 OHD3 — 25 hydroksycholekalciferol, SDS — siarczan dodecylu.

I. W stęp

W w yniku prowadzonych w ostatnim  dziesięcioleciu badań dotyczą
cych w itam iny D stwierdzono, że podlega ona w ustro ju  wielostopnio
wym przem ianom  m etabolicznym  (1, 2, 3). Metabolizmowi podlegają za

*) Mgr, **) Doc. dr hab. Zakład Biochemii i Medycyny Doświadczalnej Centrum
Zdrowia Dziecka, 04-736 Warszawa-Międzylesie, Aleja Dzieci Polskich 20.

***) Już po korekcie tego artykułu Redakcja otrzymała zalecenia Komisji Słow
nictwa Biochemicznego P.T.Bioch. dotyczące słownictwa witamin D. W tabeli na 
stronie 66 podano zalecane obecnie nazwy związków wymienionych w  artykule.
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równo syntetyzow ana w skórze, pod wpływem  promieniowania ultrafio
letowego z 7 hydroksycholekalciferolu w itam ina D3 jak  i dostępny z po
karm em  ergosterol (witam ina D2) (3, 4, 5). W efekcie przem ian w itam i
ny D powstaje szereg jej m etabolitów  (Ryc. 1) przy czym biologicznie 
najaktyw niejszym i m etabolitam i w itam iny D są jej dihydroksylowe

Ryc. 1. Schemat metabolizmu witaminy D u ssaków na przykładzie szczura, a. Za
chodząca w  wątrobie konwersja witaminy D3 (cholekalciferol) do 25 OHD3. b. Ner
kowa konwersja 25 OHD3 do 24,25 (OH)2D3. Czynniki stymulujące konwersję: stę
żenie wapnia w surowicy krwi ^  10 mg°/o, fosforanów ^  7 mg°/o. c. Nerkowa 
konwersja 25 OHD3 do 1,25 (OH)2D3. Czynniki stymulujące konwersję: stężenie wap
nia w surowicy <  10 mg%, fosforanów <  7 mg % parathormon, hormon wzrostu, 
prolaktyna, estrogeny. Podana w diecie witamina D2 ergokalciferol podlega iden
tycznym przemianom jak cholekalciferol.

pochodne uważane za hormony. Są to w przypadku w itam iny D3 1,25 dihy- 
droksycholekalciferol oraz m etabolizowany z w itam iny D2 1,25 dihydro- 
ksyergokalciferol. W stępnym  krokiem  na drodze syntezy m etaboli
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tów w itam iny D jest dołączenie tlenu  do łańcucha bocznego w pozycji 25. 
Reakcja ta  przebiega w w ątrobie (6), a uczestnicząca w niej 25-hydroksy- 
laza cholekalciferolu w ystępuje zarówno we frakcji m itochondrialnej, jak 
i mikrosomalnej hepotocytów (7). Pow stający 25 OHD transportow any jest 
następnie do nerki. W nerce w efekcie działań la-hydroksylazy 25-cho- 
lekalciferolu lub 24-hydroksylazy 25-cholekalciferolu 25 OHD metabolizo
wany jest do 1,25 (OH)2D lub 24,25 (OH)2D. K ierunek metabolizmu uzależ
niony jest od stężenia jonów wapnia, fosforanów w surowicy krw i oraz 
zaopatrzenia ustro ju  w w itam inę D lub w parathorm on (1, 2, 8). Docelo
wym i tkankam i działania 1,25 (OH)2D są: jelito, kość, nerka, skóra, przy- 
tarczyce oraz przysadka (9— 14). W itamina D oraz jej m etabolity tran s
portow ane są w postaci związanej ze specyficznym białkiem. Białko to, 
nazwane białkiem  wiążącym witam inę D — DBP (Vitamin D Binding 
Protein) — odznacza się wysokim powinowactwem do w itam iny D i jej 
metabolitów.

W niniejszej pracy starano się przedstawić historię odkrycia białka 
wiążącego w itam inę D, ustalenia dotyczące jego właściwości fizykoche
micznych oraz roli fizjologicznej.

II. Polimorfizm genetyczny białka wiążącego witaminę D (DBP — Gc)

W wielu laboratoriach w Europie i USA, zajm ujących się oczyszcza
niem i badaniem  DBP z surowicy, stwierdzono immunologiczną identycz
ność tego białka z grupowo-specyficznym  (Gc) składnikiem  białkowym 
krw i ludzkiej (15). Ludzkie białko Gc zostało w ykryte przeszło 20 lat tem u 
przez H i r s c h f e l d a  (16). Przez długie lata nie wiedziano nic o roli 
tego białka, co znalazło odbicie w nazwie nadanej przez odkrywcę — skład
nik grupowo-specyficzny. Dopiero w 1975 r. D a i g e r  stwierdził, że 
białko Gc wiąże w itam inę D i jej m etabolity (15).

Do tego czasu białko Gc znane było jedynie jako genetyczny znacznik 
w badaniach ludzkich populacji. Białko to wykazuje polimorfizm gene
tyczny. Zastosowanie im m unoelektroforezy ujawniło trzy  główne fenotypy 
białka: Gcl-1, Gc2-1, Gc2-2. Są one produktem  pojedyńczego, autosomal- 
nego genu z dwoma współdominującym i allelam i GC1 i Gc2, obecnymi 
w populacjach ludzkich na całym świecie (17, 18).

Elektroforeza na żelu poliakryloamidowym  wykazała obecność dwóch 
pasm białkowych: Gcla  i Gcl k, w surowicy ludzi homozygotycznych 
w stosunku do allelu GC1 (Gcl-1) i jednego pasma białkowego Gc2k 
w surowicy ludzi homozygotycznych w stosunku do allelu Gc2 (Gc2-2) 
(18).

Pasmo białkowe Gcl a ma punkt izoelektryczny bliższy anody, a pasmo 
białkowe Gcl k ma punkt izoelektryczny bliższy katody. Obserwowane
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różnice w ruchliwości elektroforetycznej Gcl a i Gcl k w ynikają z różnej 
zawartości kwasu sjalowego.

Jak  podaje S v a s t  i i wsp. (18) Gcl a zawiera l,16°/o tego kwasu, 
Gcl k 0,17% a Gc2k 0,57%. Enzym sjalidaza (neuraminidaza) redukuje 
ruchliwość elektroforetyczną Gcl a do tej jaką ma Gcl k, natom iast nie 
zmienia ruchliwości Gcl k i Gc2k, co sugeruje, że obserwowane różnice 
m ają charakter posttranslacyjny (19).

Poza szeroko rozpowszechnionymi allelam i GC1 i Gc2, poznano szereg 
innych alleli genu Gc w ystępujących w takich grupach populacyjnych jak: 
Japończycy, Eskimosi, Indianie am erykańscy i Indianie pochodzenia au
stralijskiego (15). Prace C o n t a n s a  z 1979 r. (20, 21) opisują 30 róż
nych alleli współdominujących pojedyńczego, autosomalnego locus. Biorąc 
pod uwagę bogactwo odmian genetycznych produktu  genu Gc, nasuwa 
się pytanie, czy wśród osobników o różnych fenotypach białka wiążącego 
witam inę D, zachodzą różnice w zdolności wiązania w itam iny D i jej 
m etabolitów. Odpowiedź można znaleźć w pracy K a w a k a m i i wsp. 
(17), którzy wskazują, że zarówno powszechne odm iany genetyczne biał
ka Gc, jak  i rzadsze odmiany, w ystępujące we krw i ludzi zamieszkują
cych Nową Gwineę i we krw i Indian Cippewa, m ają podobne właściwo
ści wiązania w itam iny D3 i jej metabolitów. We wszystkich opisywanych 
przypadkach białko Gc wykazywało największe powinowactwo do 
25 OHDa, zaś mniejsze do w itam iny D3 i 1,25 (OH)2D3.

Ciekawych wyników dostarczyły badania ludzkich populacji pod ką
tem  częstości w ystępowania w nich alleli Gc2 i Gc2. Zaobserwowano, 
że oba te allele są obecne we wszystkich ludzkich populacjach, z tym , że 
allel GC1 w ystępuje częściej w porównaniu z allelem  Gc2. Częstość alle- 
lu Gc2 w różnych populacjach mieści się w granicach 5—40%  (15). Zwró
cono też uwagę, że allel Gc2 jest bardziej powszechny w populacjach ludz
kich zam ieszkujących w północnych szerokościach geograficznych (15). 
M o u r a n t  i wsp. (22) sporządzili mapę świata, na k tórej zaznaczyli czę
stość występowania allelu Gc2 w populacjach ludzkich i porównali to 
z intensywnością nasłonecznienia. Poza pewnym i w yjątkam i tereny o sil
nym  nasłonecznieniu pokryw ały się z niską częstością allelu Gc2 w popu
lacjach i odwrotnie. Próbowano doszukać się w tej zbieżności w yniku na
turalnej selekcji. Białko będące produktem  allelu Gc2 powinno zgodnie 
z tym  wykazywać większe powinowactwo do 25 OHD3 aniżeli białko bę
dące produktem  allelu Gcl, gdyż mniejsze nasłonecznienie to jednocześnie 
m niejsza ilość syntetyzowanego w organizmie 25 OHD3. Jednakże na pod
stawie wyników K a w a k a m i  i wsp. (17) nie w ydaje się, żeby jakoś
ciowe lub ilościowe różnice w wiązaniu w itam iny D3 i jej metabolitów, 
odpowiedzialne były za selekcję w locus Gc i za utrzym anie się polimor
fizmu tego systemu.
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III. Struktura i właściwości fizyko-chemiczne białka wiążącego 
witaminę D w surowicy

Białko wiążące w itam inę D (DBP) wyizolowano i scharakteryzowano» 
pod względem fizyko-chem icznym  w trzech laboratoriach (23, 24, 25). 
Jak w ykazała elektroforeza w żelu agarozowym (24), DBP jest alfa-globu- 
liną. Białko to zbudowane jest z pojedyńczego łańcucha polipeptydowego,. 
do którego przyłączone są grupy kwasu sjalowego, (węglowodany) w rażli
wego na neuram inidazę (15, 18).

Oczyszczone DBP ma masę cząsteczkową rzędu 51 000-58 000, z czego^ 
grupy węglowodanowe stanow ią 3-4%.

W spółczynnik sedym entacji DBP wynosi 3,4-4,2 S (15, 23, 25, 26). 
P unkt izoelektryczny apobiałka ma wartość 5, a po związaniu z 25 OHD3; 
przesuwa się w kierunku anody o 0,1 jednostki pH (19).

Ustalono, że DBP krąży we krw i głównie w form ie apo w stężeniu 
6-9 X 10-6 M (15, 27). Jedna cząsteczka DBP wiąże jedną cząsteczkę 
25 OHD3. Taki sam stosunek lm o l : lm ol obserw uje się w wypadku 
w itam iny D3, 24,25 (OH)2D3 i 1,25 (OH)2D3 (Tab. 1). Białko wiążące w ita
minę D (DBP) w ykazuje największe powinowactwo do 25 OHD3, niemali 
identyczne do 24,25 (OH)2D3 i mniejsze do 1,25 (OH)2D3 i w itam iny D3.

Tabela 1
Ogólna charakterystyka DBP

Ruchliwość elektroforetyczna -globulina

Struktura chemiczna pojedyńczy łańcuch polipeptydowy + 
+ 3-4% węglowodanów (kwas sjalo- 
wy)

Masa cząsteczkowa 51 000—58 000

Współczynnik sedymentacji 3,4S—4,2S

Punkt izoelektryczny ±5

Stężenie w surowicy 6—9 x 10“ 6 M

Wiązanie z ligandem 1 mol:l mol

M iernikiem  powinowactwa do ligandów są stałe asocjacji wyliczone 
przez K a w a k a m i  i wsp. (17): K A =  1-2X109M-1 dla 25 OHD3 
i 24,25 (OH)2D3, K a =  1X107M-1 dla 1,25 (OH)2D3 i K A =  3-4K l O ^ ” 1 dla 
w itam iny D3 (Tab. 2).

Fakt wysokiego stopnia powinowactwa DBP do m etabolitów  w itam i
ny D3 został w ykorzystany w diagnostyce m etabolizm u w itam iny D, jako 
podstawa metody radiokom petycyjnej. Znalazło to zastosowanie w bada-
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Tabela 2
Powinowactwo DBP do ligandów

Rodzaj ligandu Stała asocjacji KA
t

25 OHD3, 24,25(OH)2D 3 1—2 x l0 8 M"1

l,25(OH)2D 3 1 x 107 M"1

Witamina D 3 3—4x 105 M“1

niach klinicznych przy oznaczaniu poziomów 25 OHD3 i 24,25 (OH)2D3 
w  surowicy krw i ludzkiej.

Synteza DBP ma miejsce w wątrobie. Białko w ykryw alne jest we krwi 
płodu między 10-tym a 13-tym tygodniem  życia płodowego (15). Poziom 
DBP we krw i kobiet jest tak i sam lub nieznacznie wyższy w porów naniu 
do poziomu we krwi, mężczyzn. U kobiet ciężarnych i po podaniu estro
genów poziom DBP znacznie w zrasta (28). Natom iast niższy poziom tego 
białka obserw uje się we krw i noworodków. Dopiero we krw i kilkuletnich 
dzieci poziom DBP osiąga wartość porównywalną do tej, jaka w ystępuje 
u dorosłych (15, 28).

In teresującą jest obserwacja, że niedobór w itam iny D nie zmienia w spo
sób istotny stężenia DBP we krw i (26). Także zmiany w poziomie 25 OHD3 
nie pokryw ają się ze zmianam i w stężeniu DBP we krwi. Stwierdzono to 
badając sezonowe w zrosty poziomu 25 OHD3 we krw i dzieci w okresie 
letn im  kiedy na skutek zwiększonego naśw ietlania prom ieniam i u ltra-

1975 1976 rok

Ryc. 2. Poziomy DBP (czarne kółka) i 25 OHD3 (białe kółka) w surowicy dzieci, 
mierzone w okresie kolejnych 16-tu miesięcy (wg. 28). Przebadano grupę 16-tu dzieci 
opóźnionych we wzroście.
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fioletowymi w ystępują istotne różnice w poziomach 25 OHD (28). Stęże
nie DBP we krw i w tych  przypadkach nie zmieniło się pozostając na sta 
łym  poziomie. Ilustru je  to ryc. 2. Podobnie u pacjentów poddawanych 
hemodializie i leczonych wysokimi dawkam i w itam iny D nie zaobserwo
wano korelacji pomiędzy poziomami DBP i 25 OHD3 we krw i (28).

Liczne, równoczesne pom iary stężenia 25 OHD3 i DBP w surow icy 
osobników zdrowych i w różnych stanach chorobowych, skłaniają do 
konkluzji, że nie ma współzależności ilościowej między poziomami obu 
tych związków (28).

IV. Wiązanie witaminy D i jej metabolitów przez inne białka

Zagadnienie wiązania m etabolitów  w itam iny D rozszerzono o bada
nia w różnych grupach system atycznych zwierząt. Ujawniono, że w przy
padku ryb chrzęstnoszkieletowych i płazów w itam inę D transportu ją  po 
związaniu tylko lipoproteiny zaś w przypadku ryb kostnoszkieletowych, 
gadów i ssaków lipoproteiny prawdopodobnie transportu ją  w itam inę D 
z przewodu pokarmowego przez limfę do krwi, gdzie jest ona p rzęch wy-

0  0,2  1 10 50  0,2 1 10  50
Dodane s tero le  nmol/ml s u r o w i c y

Ryc. 3. Powinowactwo witaminy D i jej metabolitów do białek ludzkiej surowicy 
(wg. 31). Do surowicy ludzkiej dodawano radioaktywne metabolity witaminy D, 
po czym mierzono radioaktywność w  3-ch frakcjach białkowych: DBP — czarne 
kółka; lipoproteiny — białe kółka; albumina — trójkąty.
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tyw ana przez DBP (26, 29). E d e l s t e i n  (30) wykazał, że u ptaków 
może występować więcej takich białkowych systemów transportu jących , 
a ponadto w itam ina D i 25 OHD mogą być transportow ane przez różne 
białka.

Biorąc pod uwagę wysoką specyficzność DBP w stosunku do w ita
m iny D i jej metabolitów, postanowiono pytanie czy związki te  mogą 
być wiązane i transportow ane także przez inne białka surowicy. Badania 
powinowactwa w itam iny D i jej m etabolitów  do białek surowicy, pro
wadzone in vitro  (30, 31, 32, 33) ujaw niły, że w w arunkach fizjologicznych 
w itam ina D3 wiązała się w 60% z DBP, w 40% z lipoproteinam i i <C 0,l°/o 
z album iną. 25 OHD3 i 24,25 (OH)2D3 wiązały się w 98% z DBP, w 2% 
z lipoproteinam i, < 0 ,1 %  z album iną, natom iast 1,25 (OH)2D3 w 62% 
z DBP, w 15% z lipoproteinam i i w 23% z albuminą. Pojemność wiązania 
DBP była podobna dla wym ienionych wyżej 4-ch steroli i wynosiła oko
ło 5 nm ol/ml surowicy. W raz ze wzrostem ilości dodawanych m etabolitów  
w itam iny D (ponad stan  wysycenia DBP) obserwowano dalsze ich wiąza
nie się z lipoproteinam i i album inam i, przy czym w itam ina D 3 m iała 
większe powinowactwo do lipoprotein, a jej m etabolity  — 25 OHD3, 
24,25 (OH)2D3 i 1,25 (OH)2D3 do album iny. Ilustru je  to ryc. 3 zaczerpnięta 
z pracy S i l v e r  i F a i n a r u  (31).

V. Białko cytosolowe wiążące witaminę D

Niezależnie od białka wiążącego witam inę D o stałej sedym entacji 
3,4-4,2S (DBP), w ykryto również białko wiążące specyficznie 25 OHD3,
o stałej sedym entacji 5-6S. Białko to w ystępuje w cytosolu tkanek jądro
wych człowieka, szczura i kurczaka (27, 34, 35, 36, 37, 38), a także 
w cytosolu erytrocytów  ptaków (35). Nie stwierdzono natom iast jego 
obecności w cytosolu ludzkich erytrocytów  (35, 39). Zwrócono uwagę na 
podobieństwo białka 5-6S do DBP z krwi, wyrażające się jednakow ą spe
cyficznością wiązania ligandów. W ykazano również ścisłe immunologicz
ne podobieństwo DBP i składnika ekstraktu  tkankowego ludzkiego jądra, 
płuca, w ątroby, jelita cienkiego, serca (27, 37) oraz nerki (39). Stała sedy
m entacji białka cytosolowego z tych tkanek wynosiła 5-6S. Białko to 
reagowało z przeciwciałem przeciwko DBP z krw i (36, 37). Zasługą 
V a n  B a e l e n a  i wsp. (39) było ustalenie, że białko wiążące 25 OHD3 
z cytosolu nerkowego jest kompleksem białka transportującego 25 OHD3 
(DBP) i składnika cytosolowego o stałej sedym entacji 4S. Sam składnik 
cytosolowy 4S nie ujaw niał zdolności wiązania steroli. Stwierdzono, że 
jest to białko, gdyż po inkubacji cytosolu z trypsyną znikała zdolność 
kom pleksująca z DBP. Metodą filtrow ania na żelu ustalono ciężar czą
steczkowy tego białka, wynoszący w przypadku erytrocytów  ptasich 
39 000 (35). Zbadano również stopień powinowactwa cytosolowego biał
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ka 4S do DBP. Kompleks ten  charakteryzuje się wysokim * powino
wactwem, w yrażonym  przez stałą asocjacji K A =  1,8X107M_1. W ysycenie 
DBP przez ligandy sterolowe nie miało wpływ u na wartość K A, jak  rów
nież na pojemność wiązania składnika cytosolowego (35).

Ponieważ masa cząsteczkowa całego kompleksu, oznaczona m etodą 
filtrow ania na żelu (27) ma wartość 98 000, a kom ponentów 58 000 i 39 000, 
stosunek cząsteczkowy między tym i kom ponentam i wynosi 1:1.

Kompleksowy charakter cytosolowego białka wiążącego 25 OHD3 o sta
łej sedym entacji 5-6S, potwierdziła jego dysocjacja po ogrzaniu cyto
sol u do 60°C. W tych w arunkach zaobserwowano uwalnianie białka cha
rakterystycznego dla krwi, o stałej sedym entacji 3,4-4,2S. Składnik cyto- 
solowy w rażliw y na ogrzewanie ulegał najprawdopodobniej denaturacji 
cieplnej (39).

W wielu laboratoriach (35, 37, 39) badano powstawanie kom pleksu 
5-6S in vitro. Surowicę znakowaną 25 OH[3H]D3 inkubowano z cytoso- 
lem jelita  szczura (36, 37) lub cytosolem ludzkich mięśni szkieleto
wych (35). Jak  ustalono, dodana w postaci znakowanego 25 OHD3 radio
aktywność, w ystępowała we frakcji o stałej sedym entacji 5-6S, cha
rakterystycznej dla cytosolowego białka wiążącego (35, 37, 39). S tw ier
dzono również, że łączenie DBP z krw i ze składnikiem  cytosolowym 4S, 
jest procesem wysycalnym . Wraz ze wzrostem  ilości dodawanego cyto- 
solu, zwiększała się ilość kom pleksu 5-6S (39). Na uwagę zasługuje fakt, 
że kompleks powstawał także podczas inkubacji cytosolu tkanek szczura 
i ludzkiej surowicy, co przem aw ia za brakiem  specyficzności gatunko
wej.

Biorąc pod uwagę wszystkie powyższe dane nasuw a się pytanie, czy 
białko cytosolowe 5-6S wiążące 25 OHD3 ma znaczenie fizjologiczne, czy 
też jest artefak tem  powstałym  podczas preparow ania cytosolu, w ynika
jącym  z zanieczyszczenia surowicą. Potwierdzenia niefizjologicznego 
powstawania kom pleksu można znaleźć w pracach K r e a m  i V a n  
B a e 1 e n (37, 39). W izolowanych kom órkach jelitow ych przem yw anych 
buforem  autorzy ci nie obserwowali obecności cytosolowego białka 5-6S. 
Natom iast kiedy kom órki homogenizowano z dodatkiem  surow icy lub do 
otrzym anego cytosolu dodawano surowicę, białko pojawiało się (37). 
Podobnie, w cytosolu pochodzącym z kom órek hodowli tkankow ej nerek 
szczura, nerek ludzkich i fibroblastów skóry ludzkiej, nie znaleziono 
kom pleksu 5-6S, natom iast występowało białko kom pleksujące 4S (39). 
Jednakże sam fakt, że białko wiążące kompleks 5-6S nie pojaw ia się 
w ku ltu rach  kom órkowych bez surowicy, nie jest jeszcze argum entem  
przeciwko jego występow aniu in vivo, zważywszy, że w opisanych wa
runkach może zachodzić uw arunkow ana fizjologicznie konieczność wni
kania białka wiążącego w itam inę D z krw i (DBP) do komórki.

Za występowaniem  białka 5-6S in vivo  przem aw ia fakt, że kompleks 
pow staje w fizjologicznym pH 7,4 i 9,0 (27), natom iast do swej dysocjacji
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wym aga tak  nienaturalnych  w arunków  jak: ogrzewanie w 60°C, wysokie 
stężenie soli, czynniki denaturujące, 1% SDS (27). Obecność obu białek 
wiążących 25 OHD3, o współczynnikach sedym entacji 5-6S i 3,4-4,2S 
w płynie fizjologicznym, jakim  jest mleko, potwierdza również koncepcję 
występowania kom pleksu in vivo  (34, 39).

Na podstawie tych  spostrzeżeń H o 11 i s (34) sugeruje, że białko 
wiążące witam inę D3 (DBP), przechodząc przez system  gruczołów mlecz
nych, kom pleksu je ze składnikiem  cytosolowym 4S i daje w efekcie biał
ko 5-6S. W swojej ostatniej pracy (40) H o 11 i s potwierdził ścisłe im m u
nologiczne podobieństwo białka wiążącego witam inę D w ykrytego w mle
ku do białka DBP pochodzącego z krwi. Stw ierdził on jednocześnie, że 
ilość DBP w serw atce mleka zależy od etapu laktacji. Wyższy poziom 
(18 ¡Ag/1) obserw uje się we wczesnym okresie, zaś niższy (3 [¿g/l) po 
3-ch tygodniach. W procesie sekrecyjnym  25 OHD3 przechodzi jego zda
niem (40) przez system  gruczołu mlecznego jako frakcja ściśle związana 
z DBP, a następnie jest uwalniane do w arstw y lipidowej mleka.

Zagadnieniem  w ym agającym  ciągle zbadania i w yjaśniania jest rola 
drugiego składnika kompleksu — białka cytosolowego o stałej sedym en
tacji 4S. Białko to mogłoby ułatw iać wejście do komórki, m agazynowanie 
lub transport wew nątrzkom órkowy m etabolitów  w itam iny D związa
nych we krw i z DBP. Istnieje też możliwość, że pełni ono wszystkie 
te trzy  funkcje (35). Nie wykluczone również, że białko kom pleksujące 4S 
przyczynia się do dim eryzacji DBP z krwi, co w przypadku innych hor
monów sterydow ych ma znaczenie w in terakcji z chrom atyną komórki.

VI. Biologiczna rola białka wiążącego witaminę D

Pomimo zaawansowanych prac nad DBP, ciągle brakuje jednoznacz
nej odpowiédzi na pytanie, jaka jest właściwie rola tego białka, jak 
również w jakim  celu wiąże ono w itam inę D i jej m etabolity. Sprawa 
w yjaśniłaby się, gdyby natrafiono na przypadek m utacji zm ieniającej 
centrum  aktyw ne białka aż do u tra ty  zdolności wiązania przez to białko 
m etabolitów  w itam iny D. Jednakże, jak dotąd nie spotkano osobnika, 
u którego białko DBP nie wiązałoby m etabolitów w itam iny D (15). Nie 
zaobserwowano też, aby przyczyną bezpośrednią lub pośrednią k tórejś ze 
znanych w m edycynie chorób, był znamiennie zmieniony poziom DBP. 
W yjątek stanowi marskość w ątroby, gdzie niższy od normalnego poziom 
DBP, w ynika prawdopodobnie z zaburzenia jego syntezy m ającej miejsce 
w łaśnie w wątrobie, będąc skutkiem  a nie przyczyną choroby. W ta 
beli 3 zamieszczono-podane przez B o u i l l o n  (28) poziomy DBP we krw i 
osobników zdrowych i pacjentów  z zaburzeniam i gospodarki wapniowo-fos- 
f orano we j. Ponieważ DBP nie ma cechy, k tórą można by bezpośrednio 
odnieść do jego funkcji, badacze tego problem u skupili swoją uwagę nad
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niewspółm iernością między m olarną zdolnością wiązania w itam iny D, 
a endogennym  poziomem jej metabolitów. Jak  ustalono, w w arunkach  
fizjologicznych DBP jest wysycone przez te  związki najw yżej w 5%. 
Stan wy sycenia pojawia się przy wyższych ilościach m etabolitów  w ita
m iny D. W związku z tym  białko to, mogłoby pełnić rolę ochronną prze
ciwko zatruciu w itam iną D (15, 26), w ynikającym  z przedaw kow ania 
u dzieci lub nadm ierną jej syntezą w skórze. Jak  podaje B o u i 11 o n (26) 
toksyczny poziom wolnego 25 OHD może być efektem  naw et jednorazo
wego naśw ietlania słonecznego.

Tabela 3
Poziomy DBP (mg/l) w surowicy ludzkiej w przypadku różnych chorób (wg 28)

Jednostka chorobowa Stężenie DBP w surowicy ludzkiej 
mg/l

Osobnicy zdrowi 340 ±61

Krzywica (Osteomalacja) 329 ±34

Pierwotna osteoporoza 351 ±40

Pierwotna nadczynność przytarczyc 354 ±27

Program przewlekłych dializ 346 ±44

Nadczynność tarczycy 323 ±23

Akromegalia 404 ±44

Niedobór hormonu wzrostu 348 ±44

Marskość wątroby 273 ±67

Za rolą ochronną DBP przeciwko zatruciu w itam iną D przem aw ia 
też obserwacja, że białko to może działać jako inhibitor nerkow ej 1-hy- 
droksylazy 25 OHD3 (41). Jak  ustalono, oczyszczony inhibitor ma współ
czynnik sedym entacji 4S i masę cząsteczkową 52 000 (tak jak  DBP). 
Stwierdzono również, że przeciwciała specyficzne w stosunku do inhibi
tora 1-hydroksylazy 25-hydroksycholekalciferolu precypitu ją  z DBP (41).

D a i g e r  (15) i B o u i l l o n  (26) postulują, że oprócz roli ochron
nej przeciwko zatruciu w itam iną D, DBP mogłoby też pełnić funkcję 
m agazynującą ten  związek. W ynika to z tego, że w itam ina D dostarczona 
jest okresowo, zarówno w pokarmie, jak  i po nasłonecznieniu, wobec czego 
potrzebny jest system  zapew niający stałą podaż i uzupełnienie w przy
padku jej niedoboru (Ryc. 4). D a i g e r  (15) w swoich rozw ażaniach pró
buje połączyć funkcję ochronną i m agazynującą białka D B P = G C, w ysu
w ając hipotezę, że jedno z białek Gc mogłoby być bardziej efektyw ne 
w zabezpieczaniu przed hyperkalcem ią w ynikającą z przedawkow ania wi
tam iną D, a drugie w zabezpieczeniu przed krzywicą, będącą efektem
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2 4 ,2 5 /O H /2 D3
2 5 , 2 6 / 0 H / 2 D-)

S kó ra

1,25/OH/2 D3

Tkanki d o c e l o w e

c y r k u lu j a c y  
i ‘

I
I

Nerki

Ryc. 4. Schemat metabolizmu witaminy D uwzględniający przestrzenne rozmiesz
czenie kolejnych etapów przemiany w  organiźmie.

niedoboru w itam iny D. Byłoby to jednocześnie uzasadnienie polim orfiz
m u genetycznego białka D B P = G C. A trakcyjne te  hipotezy czekają nadal 
na w iarygodne wyjaśnienie i udokum entowanie.
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Słownictwo związków grupy witaminy D wymienionych w artykule

dotychczasowa potoczna 
nazwa zwyczajowa

cholekalcyferol

ergokalcyferol

25-hydroksycholekalcyferol

24(R),25-dihydroksycholekalcy-
ferol
1,25-dihydroksycholekalcyferol

25,26-dihydroksycholekalcy-
ferol

skróty nazw 
stosowane 
w  artykule

witamina D3 
nadal dozwolony 
witamina D2 
nadal dozwolony
25-OH D3 
nie wskazany 
24,25(OH)2 D3 
nie wskazany
l,25(OH)2 D3 
nie wskazany 
25,26(OH)2 D3 
nie wskazany

nowa zalecana 
nazwa zwyczajowa

kalcy-ol lub cholekalcyferol 

erkalcy-ol lub ergokalcyferol 

kalcydiol

(24R)-hydroksykalcydiol

kalcytriol

26-hydroksykalcydiol
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I. Wstęp

Am iny katecholowe uznaje się od dawna za istotne regulatory wielu 
komórkowych procesów biochemicznych. Syntetyzowane z tyrozyny są 
magazynowane a następnie wydzielane przez chromochłonne kom órki 
rdzenia nadnerczy oraz uw alniane z zakończeń nerw owych neuronów  
mózgu oraz układu autonomicznego. Uwolnione do szczeliny synaptycz
nej am iny katecholowe oddziałują z receptoram i adrenergicznym i, wy
specjalizowanymi fragm entam i błon pre- i postsynaptycznych. Powo
duje to oprócz neurotransm isji aktyw ację szeregu charakterystycznych 
dla określonych ¿kanek i narządów reakcji metabolicznych. P rzyk ła
dami są: regulacja przem iany węglowodanów, lipoliza, obwodowy me
tabolizm  hormonów tarczycy, sekrecja amylazy i insuliny a także re
akcje związane z procesami skurczów mięśni oraz wiele innych. Reakcje 
tkanek i narządów zależą od rodzaju docierająccyh do nich katecho- 
lamin, ich stężenia a także od właściwości czy klasy oddziałujących 
z nim i receptorów adrenergicznych. Ponadto odpowiedzi kom órkowych 
receptorów adrenergicznych zależą nie tylko od specyfiki określonego 
narządu lecz również od różnic gatunkowych (1), wieku organizm u (2), 
tem peratu ry  środowiska (3-6), stopnia kolaryzacji błony kom órkowej, 
składu jonowego i pH płynów ustrojow ych (7), obecności szeregu m e
tabolitów  (8, 9), a także hormonów. Znaczna część amin katecholo- 
wych pobierana jest zwrotnie przez zakończenia nerwowe układu współ- 
czulnego na przykład w sercu, śledzionie, płucach i kom órkach chro- 
mochłonnych. Część zaś wydzielonych z pęcherzyków ziarnistych za
kończeń nerw owych amin katecholowych, ulega inaktyw acji. Zachodzi 
ona pod wpływem  O -m etylotransferazy S-adenozylometionina: katechol 
(EC 2.1.1.6) oraz dezam inującej oksydoreduktazy monoamina: tlen, 
(EC 1.4.3.4).

W pracy zebrano dane dotyczące klasyfikacji i lokalizacji receptorów 
adrenergicznych, ich budowy i mechanizmów działania.

II. Klasyfikacja i lokalizacja receptorów adrenergicznych

Obecność w kom órkach receptorów adrenergicznych specyficznie w ią
żących am iny katecholowe zasugerował po raz pierwszy D a l e  (10). W y
kazał on, co potwierdziły inne późniejsze badania, że ergotam ina, alka
loid sporyszu, znosiła wywoływany działaniem  adrenaliny skurcz naczyń, 
nie ham ow ała zaś rozkurczu mięśni gładkich oskrzeli, oraz stym ulow a
nych przez adrenalinę fizjologicznych następstw  pobudzenia m ięśnia ser
cowego. Podobne działanie jak ergotamina, wykazały haloalkiloaminy, 
głównie fenoksybenzamina. Późniejsze obserwacje sugerowały dwojaki, 
często przeciw staw ny charakter odpowiedzi fizjologicznych narządów na
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szereg amin katecholowych, k tórych efekty wybiórczo hamowały niektóre 
leki. Obserwacje te pozwoliły A h 1 a u i s t  o w i (11), wyróżnić dwa typy 
receptorów adrenergicznych, które nazwał receptoram i a i (3. K lasyfika
cję tę stosuje się do dziś bez zasadniczych zmian. Nagromadzające się zaś 
z czasem fakty  stały się powodem wyróżnienia podklas receptorów. 
Obecnie rozróżnia się receptory adrenergiczne ai, a2 oraz i (32.

II-l. Receptory adrenergiczne a

Receptory adrenergiczne a w ystępują głównie w mięśniach gładkich, 
ale znaleziono je także w m ięśniu sercowym, m ięśniach szkieletowych, 
mózgu oraz w innych narządach. Receptory te  oddziałują zarówno z en
dogennymi aminami: adrenaliną i noradrenaliną jak  i egzogennymi: feny- 
lefryną i izoproterenolem . Związki będące typow ym i substancjam i agoni- 
stycznym i dla receptorów adrenergicznych tej klasy uszeregowano według 
malejącej zdolności w yw oływ ania takich efektów fizjologicznych jak: 
skurcz naczyń, skurcz mięśni macicy, wyciągnięcie trzeciej powieki, skurcz 
źrenicy i spadek napięcia mięśni jelit. Oprócz agonistów, z receptoram i 
adrenergicznym i oddziałują także związki zwane antagonistam i, które 
powodują częściowe lub naw et całkowite zahamowanie fizjologicznych 
efektów w skazujących na pobudzenie receptorów przez agonistów. 
W większości przypadków związki antagonistyczne charakteryzuje podob
na do typow ych agonistów s truk tu ra  a często i zbliżone powinowactwo do 
receptorów. Do typow ych antagonistów tej grupy receptorów należą: al
kaloidy sporyszu, fentolam ina, fenoksybenzam ina i wiele innych. Typowe 
substancje o działaniu agonistycznym  i antagonistycznym  receptorów 
adrenergicznych a zebrano w tabeli 1.

W celu dalszego usystem atyzowania wiedzy o receptorach adrener
gicznych a, L a n g e r  (12) i S t a r k ę  (13) wyróżnili wśród białek bło
nowych tej grupy dwie podklasy: a! i a 2. Podziału tego dokonano na 
podstawie różnic w w ystępowaniu tych receptorów w błonach komórek 
w rażliwych na aminy katecholowe, ich powinowactwa do ligandów re
ceptorów a a także fizjologicznych reakcji wyw ołanych przez oddziałujące 
z nim i farmakologiczne czynne substancje.

Receptory adrenergiczne a związane z zew nętrznym i powierzchniami 
pozaneuronalnych błon kom órek docelowych nazwano a lt Pośredniczą one 
w typow ych dla określonych tkanek i narządów reakcjach m etabo
licznych. Receptory aj wiążą znacznie silniej fenoksybenzaminę i prazo- 
synę aniżeli johim binę. Natom iast stałe powinowactwa receptorów adre
nergicznych cii i a2 do fentolam iny czy alkaloidów sporyszu są zbliżone. 
W skazuje to na brak specyficzności działania tych dwu antagonistycznych 
substancji.

Receptory adrenergiczne a2, określane niekiedy jako autoreceptory,
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w ystępują w presynaptycznych błonach nerwów sympatycznych. Regu
lują one wydzielanie neurom ediatorów  do szczeliny synaptycznej. W yka
zano, że niektóre związki o działaniu agonistycznym  ham ują wydzielanie 
noradrenaliny z zakończeń nerw owych układu autonomicznego. Substan
cje, które charakteryzują się natom iast jedynie wysokim powinowactwem 
do receptorów adrenergicznych a2, powodowały wzrost wydzielania tego 
neurom ediatora do przestrzeni synaptycznej. Receptory a 2 oddziałując 
z licznymi ligandami, w ykazują szczególnie wysokie powinowactwo do 
johimbiny, niskie zaś do prazosyny i fenoksybenzaminy. Wprowadzona 
klasyfikacja wydaje się być bardzo użyteczna. Tym niem niej receptory 
niektórych wyspecjalizowanych pozaneuronalnych błon plazm atycznych 
w odpowiedzi na działanie ligandów przypom inały typowe receptory pre- 
synaptyczne (14, 15). Przykładam i farmakologicznie czynnych receptorów 
adrenergicznych a2 w błonach pozaneuronalnych są receptory płytek krw i 
człowieka (16), kom órek w ielu linii hodowlanych in vitro  (17), i recepto
ry  skóry indyka (18). Dane te świadczyć mogą o bardzo szerokim i zróżni
cowanym występow aniu receptorów adrenergicznych a 2.

II-2. Receptory adrenergiczne (3

Receptory adrenergiczne (3 w ystępują głównie w mózgu, sercu, mięś
niach gładkich oraz licznych narządach, których m etabolizm  regulowa
ny jest przez adrenalinę. W sercu pobudzenie ich w yw ołuje dodatnie reak
cje ino-, tono-, chromo, batm o-, i dromotropowe. Pośredniczą one ponadto 
w rozkurczu naczyń, spadku napięcia mięśni gładkich oskrzeli, jelit i ma
cicy. Z receptoram i (3 oddziałują te same związki agonistyczne co z recep
toram i a. Ich podatność na aktyw ację przez katecholam iny m aleje jednak 
w odwrotnej, w stosunku do receptorów adrenergicznych a, kolejności 
i przedstaw ia się następująco: izoproternol, adrenalina, noradrenalina, fe- 
nylefryna. A ntagonistam i tej klasy receptorów są: propranolol, dwuchlo- 
izoproterenol, alprenolol oraz wiele innych. Typowe przykłady substancji 
agonistycznych i antagonistycznych receptorów adrenergicznych (3 przed
staw ia tabela 2.

W stosunku do receptorów  adrenergicznych (3, o których występowa
niu  i wrażliwości na działanie licznych ligandów pojawiało się szereg 
często sprzecznych inform acji, proponowano wiele różnych klasyfikacji. 
Opierano je zazwyczaj na stopniu wrażliwości receptorów określonego 
narządu wobec kilku zaledwie agonistów oraz znacznej liczby antagoni
stów. N ajm niej kontrow ersyjne i zarazem  najtrw alsze okazało się w y
różnienie dwóch klas receptorów Pi i (32 (19). Receptory |3X obecne są 
głównie w sercu i jelitach. Powinowactwo ich do endo- i egzogennych 
agonistów m aleje w następującej kolejności: izoproterenol >  adrenali
na — noradrenalina. Receptory adrenergiczne (32 w ystępują przede wszy-
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stkim  w oskrzelach, macicy i naczyniach krwionośnych. Wrażliwość ich 
w stosunku do niektórych agonistów kształtu je się następująco: izopro- 
terenol >  adrenalina >  noradrenalina. Trzeba zaznaczyć przy tym , że w y
stępowanie receptorów  adrenergicznych typu  (3 nie ogranicza się jedynie 
do tkanek norm alnie unerw ionych, gdyż w ystępują one np. w kom ór
kach barw nikow ych żaby i jaszczurki Anolis a także w lipocytach, ery 
trocytach, p łytkach krw i oraz kom órkach pęcherza moczowego kręgow
ców.

III. Budowa receptorów

Receptory adrenergiczne związane są z błonam i komórkowymi, a w nie
których tkankach również z retikulum  endoplazm atycznym  (mięśnie 
szkieletowe, m ięsień sercowy). Ich obecność uw arunkow ana jest gene
tycznie. C harakterystykę receptorów, w celu określenia ich budowy, pro
wadzono zarówno przy niezmienionej s truk tu rze  błonowej jak i po solu- 
bilizacji błon różnym i detergentam i. W badaniach tych  wykorzystyw ano 
zdolności specyficznego wiązania przez receptory a i (3 zarówno agonistów 
jak i antagonistów.

III-l. Receptory adrenergiczne a

Opierając się na m etodach izolowania błonowych receptorów wiążą
cych acetylocholinę (20, 21) wyodrębniono ze śledziony bydlęcej hydro
fobowy lipoproteid, w ykazujący cechy receptora typu  a (22). W yekstraho
w any mieszaniną chloroform u z m etanolem  (2:1) i następnie oczyszczo
ny na żelu Sephadex LH-20, kompleks lipoproteidowy (22), wiązał (3H) 
noradrenalinę przy niskich jej stężeniach (1X 10-8M). K inetyka wiąza
nia horm on-receptor wskazywała na wysoką specyficzność tej reakcji. 
Stałe dysocjacji tego kom pleksu sugerowały obecność m iejsc wiążących
o różnych właściwościach. Charakteryzow ały się one różnym  powino
wactwem  receptora a do znakowanej am iny biogennej. W skład kom
pleksu wiążącego wchodziły takie lipidy jak: fosfatydyloetanoloam ina, 
fosfatydyloinozytol i fosfatydyloseryna. Nie stwierdzono natom iast obec- 
ńości fosfatydylocholiny i sfingomielin. Stosunek fosfolipidów do białek 
w preparatach upłynnionych błon plazm atycznych w ykazujących cechy 
receptorów adrenergicznych a wynosił 6:25.

III-2. Receptory adrenergiczne P

Wyizolowanie receptorów  (3 w ich aktyw nych form ach stało się możli
we dzięki zastosowaniu współczesnych m etod chrom atograficznych i róż
nych sposobów solubilizacji błon. Solubilizując błony plazm atyczne po-
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•chodzące z komór serc psów, dezoksycholanem lub lubrolem  PX wyod
rębniono metodą chrom atografii powinowactwa na żelu agarozowym 
sprzężonym z noradrenaliną białka wiążące znakowaną noradrenalinę (23). 
K inetyka wiązania się [3H] noradrenaliny z oczyszczonym na żelu biał
kiem  wskazywała na obecność w nim m iejsc wiążących o różnych właści
wościach. Stwierdzono, że znakowany ligand wiązał się nie tylko z biał
kami o masie cząsteczkowej 40 000, ale przyłączał się także do białek
o czterokrotnie wyższym ciężarze. Mogłoby to wynikać z agregacji pod
czyszczonego na żelu receptora. W ydaje się jednak możliwe, że białka
o masie cząsteczkowej 40 000 stanowią wolny receptor, podczas gdy 
te o wyższym ciężarze cząsteczkowym reprezentować mogą receptor nie
dostatecznie oddzielony od towarzyszących mu s tru k tu r błonowych. Sto
sując podobną m etodykę wykazano, że elektroforetycznie jednorodne 
białko, o stałej sedym entacji 9S specyficznie wiązało 125IHYP. C harakte
ryzowało się ono masą cząsteczkową 58 000 (24). Ponadto niska w ar
tość punktu  izoelektrycznego (5,8) tego preparatu  wskazywała na prze
wagę w nim  aminokwasów kwaśnych. Trzeba jednak zaznaczyć, że porów
nanie ruchliwości elektroforetycznej receptorow ych białek wyizolowanych 
różnym i m etodam i z serc psów (23), z erytrocytów  żab (24) oraz indyków 
{25) świadczy o znacznych różnicach ciężarów cząsteczkowych białek bło
nowych tej grupy, pomimo że wykazują one zbliżone param etry  kine
tyczne.

Liczne wcześniejsze hipotezy sugerowały, że receptory oprócz przy
łączania różnych ligandów w ykazują równocześnie aktywność enzyma
tyczną, przejaw em  której jest synteza cAMP.

Jednakże stosując frakcjonow anie m etodą chrom atografii powino
w actwa solubilizowanym  digitoniną cieni erytrocytów  wykazano, że białka 
receptorow e sensu stricto  nie wykazują aktyw ności cyklazy adenylo- 
wej (26). Potwierdzeniem  odrębności struk tu ra lnej i funkcjonalnej recep
to ra  i cyklazy adenylowej były także wyniki badań nad kinetyką oddzia
ływania znakowanych ligandów z błonami plazm atycznym i komórek m u
tantów  pozbawionych aktyw ności enzymatycznej (27). Równocześnie w y
kazano, że w obce stru k tu ry  błonowe wbudować można jedynie białka 
specyficznie wiążące adrenergiczne ligandy (28—30). Ponadto wyodręb
nione z błon plazm atycznych preparaty  białek receptorow ych nie łączyły 
się z nukleotydam i guanylowymi. Tym  niem niej sugerowano, co nie zo
stało jednak  bezpośrednio potwierdzone, że białka wiążące liczne (3 adre
nergiczne ligandy są również m iejscem  wiązania GTP (31, 32).

Co więcej, zarówno oczyszczone receptory jak  też receptory związane 
z błoną, wrażliwe są na odczynniki redukujące wiązania dwusiarczkowe 
(23, 26, 33). W skazuje to, że receptoram i mogą być naw et pojedyńcze 
łańcuchy polipeptydowe. K inetyka wiązania [3H] dwuhydroalprenololu 
wskazuje, że redukcja mostków dwusiarczkowych dw utiotreitolem  obniża 
liczbę m iejsc receptorowych, nie w yw ierając równocześnie w pływu na
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zmianę powinowactwa białka wiążącego wobec adrenergicznego antago
nisty (33). Redukcja mostków dwusiarczkowych ma charakter reakcji dwu- 
cząsteczkowej i jest ponadto odwracalna. F.akt, że ligandy o cechach za
równo substancji o działaniu agonistycznym  jak i antagonistycznym  za
pobiegają inaktyw acyjnem u działaniu dw utiotreitolu, wskazuje na możli
wość konform acyjnych zmian w cząsteczce receptora podczas łączenia 
się z nim  neurohorm onu. Dane te sugerują ponadto, że mostki dwu- 
siarczkowe w ystępują w pobliżu m iejsc receptorow ych neurohormonów, 
a nie w centrum  aktyw nym  receptora.

Fizjologiczne obserwacje wykazały, że obniżenie tem pera tu ry  izolowa
nych serc żab i szczurów (34), powoduje wzrost powinowactwa recepto
rów adrenergicznych wobec typowych ligandów ccj. W identycznych eks
perym entalnych w arunkach typowe związki antagonistyczne w znacznie 
m niejszym  stopniu obniżały inotropowe efekty wywoływane adrenaliną 
i noradrenaliną w izolowanych sercach. Równocześnie farmakologiczne ob
serwacje sugerowały, że receptory adrenergiczne cc i (3 są odm iennym  kon- 
form acyjnie stanem  tej samej s truk tu ry  błonowej (35, 36), i mogą podle
gać ponadto w ew nątrzreceptorow ej konwersji. Świadczyłby o tym  fakt, 
że patologicznie skrajnie różne ilości krążących we krw i hormonów ta r 
czycy są przyczyną częściowego odwrócenia proporcji pomiędzy ilością 
receptorów a i (3, przy praw ie niezm ienionej ogólnej puli receptorów (37).

Nie udało się do tej pory scharakteryzow ać budowy chemicznej recep
torów typu (3, a w szczególności s tru k tu ry  centrum  aktywnego wiążącego 
neurohorm on. Podczas oczyszczania preparatów  białek receptorowych 
techniką chrom atografii powinowactwa stwierdzono, że wzrost hydrofo- 
bowości ram ion ligandów sprzężonego z agarozą jest przyczyną obniżonego 
odzysku białek receptorow ych z żelu (26). Oprócz słabych oddziaływań 
elektrostatycznych zaangażowanych w wiązanie neurohorm onu z recep
torem , prawdopodobnie niepoślednią rolę w tym  procesie odgrywają od
działyw ania niepolarne. Być może te  ostatnie siły są wynikiem  obecności 
lipidów w cząsteczce receptora (3. Dodatkowo, dane te pozwalają przy
puszczać, że receptory (3 podobnie jak wyizolowane ze śledziony (22) lipo- 
proteidy o cechach receptorów a stanowią chemicznie podobne cząsteczki. 
Tym niem niej, zarówno badania S h o r r a  i wsp. (24), jak i adsorpcja 
(na kolum nach ze zmodyfikowaną Sepharose) kompleksów receptor-białko 
wiążące guanylowe nukleotydy pochodzące z solubilizowanych błon ery 
trocytów  żabich (38) sugerują, że białka wiążące am iny katecholowe są 
glikoproteidam i.

IV. Mechanizm działania receptorów adrenergicznych

Efekty biochemiczne będące następstw em  stym ulacji adrenergicznej 
są rezultatem  łączenia się odpowiednich amin katecholowych z recepto
ram i i powstania złożonego kompleksu.
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Siła z jaką określone ligandy w yw ołują charakterystyczne dla siebie 
reakcje komórkowe zależy od liczby receptorów oraz ich powinowactwa do 
badanych ligandów. Zarówno pobudzenie receptorów zachodzące na skutek 
przyłączenia się do nich agonistów, jak i ich inhibicja będąca rezultatem  
wysycenia błonowych białek antagonistam i są reakcjam i odwracalnymi. 
Równocześnie jednak, tylko w w yniku pobudzenia receptorów  przez 
związki działające agonistycznie obserwowane są w yraźne zmiany w ak
tywności szeregu enzym atycznych białek błonowych. R ezultatem  tego, 
jak to ma miejsce w przypadku typow ych receptorów m etabotropowych, 
do których zalicza się receptory adrenergiczne (3, jest synteza cAMP, d ru
giego m ediatora inform acji przekazywanych komórce za pośrednictw em  
amin katecholowych. Ten drugi m ediator przemieszczając się w prze
strzeni wew nątrzkom órkowej uczestniczy w aktyw acji szeregu reakcji 
enzym atycznych regulujących tempo przem ian procesów biochemicz
nych.

Pobudzenie receptorów adrenergicznych prowadzić może także do ak
tyw acji innych procesów wew nątrzbłonowych. W ynikiem ich, jak  ma to 
miejsce w przypadku receptorów jonotropowych, do których należą re 
ceptory adrenergiczne a, są reakcje prowadzące do powstania zmian 
w błonowych kanałach jonowych, za pośrednictw em  których przem iesz
czeniu ulegają liczne jony. Końcowym efektem  pobudzenia receptorów jo
notropowych są zmiany polaryzacji błony komórkowej. Tym niem niej 
obecnie coraz więcej jest danych wskazujących, że receptory adrenergicz
ne a stanowią typowe receptory m etabotropowe.

IV-1. Interakcja receptorów adrenergicznych (3 z katecholaminami

Proces przyłączania się neurohorm onu do receptora adrenergiczne- 
go (3, prowadzący do powstania kom pleksu horm on-receptor, m a począt
kowo charakter odwracalny (Ryc. 1). Z czasem jednak kompleks ten  ulega 
konw ersji do form y dysocjującej powoli. Nie jest jasne czy powstanie tej 
form y receptora jest wynikiem  oddziaływań z nim  cyklazy adenylowej 
sprzężonej z GTP (39), czy jak sugerowali inni autorzy (40, 41), zachodzi 
niezależnie od asocjacji guanylow ych nukleotydów z niekataliczną pod- 
jednostką enzymu. In terakcji horm onu z receptorem  towarzyszą zmiany 
konform acji receptorowego lipoproteidu do stanu nazwanego przez W e i 
i wsp. (42) konform acją agonisty. Asocjacja ta  zapoczątkowuje cykl prze
m ian wew nątrzbłonowych, w w yniku których powstaje i uwalnia się 
cAMP, pełniący rolę wewnątrzkom órkowego mediatora.

Pow staniu kom pleksu horm on-receptor towarzyszy w yraźny wzrost 
rozm iarów białka receptorowego. W zrost ciężaru cząsteczkowego recep
tora nie jest wynikiem  oddziaływania kom pleksu horm on-receptor z cy- 
klazą adenylową. Oba bowiem białka o różnych właściwościach rozdzie-
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a g o n is ta  +  re c e p t o r^ ü ^ ,a g o n is ta  — receptor

-------b iałko wiążące G TP

a g o n is t a -r e c e p t o r -b iatko w iążące G TP

cykla za  adenylowa —— G T P

agonista -  r e c e p t o r - b iafko w iążące -  G T P -G T P  
cyklaza  adenylowa

cAM P - * ATP

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

łono w odrębnych frakcjach (26, 43—45). Jest on natom iast wynikiem  aso
cjacji kom pleksu horm on-receptor z białkam i wiążącymi nukleotydy 
guanylow e (46). W następnym  etapie pobudzenia komórki, powstaje nowy 
kompleks złożony z horm onu, receptora, białka wiążącego nukleotydy oraz 
cyklazy adenylowej (47). Kompleks ten  charakteryzuje wysokie powino
wactwo do GTP oraz niewielka aktywność cyklazy adenylowej, gdy brak 
jest GTP lub syntetycznych, nie podlegających hydrolizie jego analogów. 
A ktyw acja cyklazy adenylowej pod wpływem  am in katecholowych, in 
vivo  (48—50), zachodzi jedynie w obecności GTP po interakcji tego nu- 
kleotydu z białkami, które je wiążą. Następstwem  tego procesu jest po
wstanie nowej, aktyw nej enzym atycznie s tru k tu ry  błonowej, uwalniającej 
do św iatła kom órki cAMP. Przem ieszczając się w cytoplazmie komórki 
cAMP wiąże się ze specyficznymi kinazami w w yniku czego następuje 
ich aktyw acja. Kinazy te  uczestnicząc w fosforylacji enzym atycznych bia
łek, regulu ją  intensywność procesów zależnych od cAMP. Jako jeden 
z pierwszych poznany został wpływ kinaz zależnych od cAMP na m eta
bolizm glikogenu (Ryc. 2).

Białka wiążące guanylowe nukleotydy są zdaniem C i t  r i i wsp. 
(51) „ruchom ym  pom ostem ” przenoszącym inform acje z pobudzonego przez 
neurohorm on receptora na cyklazę adenylową (38, 51). Regulatorowy zaś 
charak ter GTP przejaw ią się tym , że po przyłączeniu się nukleotydu do 
białek wiążących obniża się w yraźnie powinowactwo agonistów do recep
torów. Proces pobudzenia komórki trw a do chwili hydrolizy GTP do GDP, 
której towarzyszy odłączenie wolnego horm onu i unieczynnienie recepto
ra (52— 54). Hydroliza ta  jest wynikiem  aktywności GTP-azowej przeja
wianej przez białka wiążące guanylowe nukleotydy (53). W prowadzenie 
do środowiska toksyn cholery, które są inhibitoram i GTP-azowej aktyw 
ności lub zastąpienie GTP przez Gpp(NH)p powoduje chroniczny stan  
pobudzenia cyklazy adenylowej (53, 55—57). Zdaniem  W i l l i a m s a  
i L e f k o w i t z a  (39), proces inaktyw acji receptora zachodzi najpraw 
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dopodobniej poprzez etap, w którym  receptor wykazuje niskie powino
wactwo do guanylowych nukleotydów. Tym niem niej jednak jak w yka
zał C a s s e l i  S e l i n g e r  (58) aktyw acja cyklazy adenylowej zacho
dziła również przy wysokim wysyceniu m iejsc wiążących guanylowe nu- 
kleotydy przez GDP, nie powodując jednocześnie transfosforylacji GDP

A ktyw acja cyklazy adenylowej błon plazm atycznych erytrocytów  in
dyka w ykazuje pewien okres opóźnienia (53). Jest to zapewne rezulta
tem  etapu lim itującego ponowną zdolność indukcji syntezy cAMP. Su
gerowano, że tym  etapem  jest dysocjacja GDP z miejsc wiążących nu- 
kleotydy (59). Proces ten  powodując odsłonięcie miejsc wiążących nu- 
kleotydy umożliwia przyłączanie się do nich GTP. Za takim  m echaniz
mem przem aw iała wzajem na zależność pomiędzy szybkością dysocjacji 
GDP, indukowaną przez katecholam iny, a ponowną reaktyw acją cyklazy 
adenylowej (58). Stwierdzono ponadto, że stopień aktyw acji cyklazy ade
nylowej pod wpływem  izoproterenolu i Gpp(NH)p, m ierzony w jednako
wych przedziałach czasowych, jest odwrotnie proporcjonalny do liczby 
zajm owanych m iejsc wiążących GTP przez Gpp(NH)p (60).

Oddziaływanie antagonistów  z 'receptoram i m ające również cechy 
reakcji o wysokim stopniu specyficzności, w yraźnie różni się od procesów, 
w w yniku których powstaje kompleks receptor-agonista. Różnice te doty
czą zapewne odmiennej konform acji jaką przyjm uje receptor połączony 
z substancjam i działającym i antagonistycznie. Przem awia za tym  brak 
zmian w wielkości kompleksu neurohorm on-receptor, gdyż nie łączy się 
on z białkami wiążącymi guanylowe nukleotydy (61). Konsekwencją po
w stania takiej konform acji jest brak zdolności oddziaływania kompleksu

do GTP.

cAMP

kinaza
biatkowa
(nieaktywna) (aktywna)

ATP ADP
podjednostka
kinazy
fosforylazy
(nieaktywna)

fosfory lazy
(aktywna)

P04

Ryc. 2. Regulacja glikogenolizy przez cAMP.
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antagonista-receptor z cyklazą adenylową i syntezy cAMP. Pow stały kom
pleks wykazując niskie powinowactwo do regulatorowych nukleotydów 
guanylowych, przypom ina wczesne stadium  pobudzonego przez agonistę 
receptora (39). W ykazano bowiem, że GTP jak  również syntetyczne jego 
analogi, nie zwiększają dysocjacji antagonistów z m iejsc receptorowych.

IV-2. Miejsca wiążące guanylowe nukleotydy w receptorach adrenergicznych (3

C harakterystyka wyizolowanych fragm entów  błon plazm atycznych
o cechach receptorów (3 oraz analiza mechanizmów pobudzenia cyklazy 
adenylowej przez am iny katecholowe wskazywały, że guanylowe nu
kleotydy łączą się z niekataliczną podjednostką enzymu syntetyzującego 
cAMP (39—62). Wykazano ponadto, że wysokie stężenie GTP (powyżej 
100 \iM) powodowało 5-10 krotny spadek powinowactwa agonistów do 
receptorów (3 (42—44, 63, 64). S tukrotnie zaś niższe stężenie tego regula
tora podwyższało o 50°/o syntezę cAMP. W skazuje to na zróżnicowane 
właściwości m iejsc wiążących guanylowe nukleotydy (65). Jedne z nich 
w ykazują niskie, drugie z kolei wysokie powinowactwo do GTP (31). 
Przyłączenie się więc GTP, do specyficznych miejsc wiążących determ i
nuje siłę z jaką receptor przekazuje komórce dochodzące do niego sygna
ły. Badania C o o p e r a  i wsp. (66) pozwalają przypuszczać, że zarów
no proces aktyw acji enzymu jak i obniżenie powinowactwa receptorów do 
agonistów pod wpływem  GTP zachodzą niezależnie, oddziałując ponadto 
poprzez odm ienne szlaki i mechanizmy. Świadczą o tym  dane w ykazujące, 
że zmiana aktyw ności jednego z szlaków nie wyw iera w pływu na ak tyw 
ność regulacyjną drugiego. Badania tych  autorów oraz wyniki przedsta
wione przez Y a m a m u r ę  i wsp. (67), potw ierdzają powyższą h i
potezę. W ykazują one, że nadtraw ienie trypsyną błon plazm atycznych 
bogatych w receptory (3 powoduje zahamowanie inhibitorowej funkcji 
GTP. Nie ulega przy tym  zmianie stym ulacyjny charak ter miejsc nu- 
kleotydowych w stosunku do aktywności adenylo-cyklazowej. Ponadto 
wydaje się, że te przeciwstawne procesy mogą być regulowane przez różne 
białkowe struk tury .

Pomimo prawdopodobieństwa występowania w błonach dwóch rodza
jów miejsc wiążących guanylowe nukleotydy, rozważania L e v i t z k i’- 
e g o (68) oparte o allosteryczny model regulacji enzymów, zaproponowa
ny przez M o n o d a ,  W y m a n a  i C h a n g e u x  (69), sugerują obec
ność tylko jednego rodzaju miejsc akceptorowych dla regulatorowych nu
kleotydów guanylowych. W ydaje się bowiem, że GTP w danych w arun
kach doświadczalnych indukować może tylko jedną z dwóch charaktery
stycznych dla tego nukleotydu odpowiedzi. Wykazano, że guanylowe n u 
kleotydy aktyw ując cyklazę adenylową jednocześnie w yw ierają bardzo 
znikomy wpływ na wielkość stałych powinowactwa receptorów (3 do sub
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stancji o działaniu agonistycznym  (70). W niektórych układach doświad
czalnych nie stwierdzono takiego wpływ u (71). Kom puterowe modele 
aktyw acji cyklazy adenylowej przez katecholam iny w skazywały rów 
nież, że guanylowe nukleotydy indukując cyklazę nie muszą oddziały
w ać z m iejscami regulującym i powinowactwo receptorów do agonistów.

IV-3. Rola lipidów i płynności błon w syntezie cAMP

W procesach pobudzenia receptorów przez am iny katecholowe bada
nych in vitro, znaczną rolę odgrywa płynność i ruchliwość błon. Obniżenie 
płynności błon poprzez traktow anie ich naładowaną dodatnio ferry tyną  
znacznie obniża syntezę cAMP stym ulow aną przez adrenalinę (72). Po
dobnie, zahamowanie swobodnej dyfuzji płynnych elem entów kom pleksu 
receptorowego spowodowane obniżeniem tem peratu ry  środowiska inku- 
bacyjnego do 5°C zapobiega sprzężeniu się kom pleksu receptor-agonista 
z cyklazą adenylową.

W procesie aktyw acji cyklazy adenylowej znaczną rolę odgryw ają 
obecne w błonach lipidy (73—77). Solubilizacja błon przy użyciu deter
gentów takich jak: lubrol PX, digitonina (73—76), lub nadtraw ienie błon 
fosfolipazami (76—78), znosi wrażliwość cyklazy adenylowej w stosunku 
do aktyw ujących ją hormonów. Dodatek zaś egzogennych lipidów do 
zmodyfikowanych detergentam i błon plazm atycznych przyw raca częścio
wo pierw otną wrażliwość cyklazy adenylowej na hormony. W ydaje się, 
że endogenne lipidy działają przynajm niej dw ukrotnie podczas syntezy 
cAMP. Z badań F r e y c h e t a  (79) wynika, że w pływ ają one na w ią
zanie (3H) adrenaliny z białkam i błon plazm atycznych w ątroby. L e f -  
k  o w i t  z (78) wykazał natom iast, że w m ięśniu sercowym błonowe lipidy 
uczestniczą w przekazyw aniu inform acji z pobudzanego przez am iny ka
techolowe receptora na cyklazę adenylową.

IV-4. Interakcja receptorów adrenergicznych z a Ugandami
f

W yniki pochodzące z różnych laboratoriów  a podsumowane przez 
U ’P  r i c h a r d a  i wsp. (80) w skazują na współzawodnictwo substancji 
działających agonistycznie i antagonistycznie o miejsca na powierzchniach 
błon plazm atycznych w ykazujących cechy typowych receptorów a (80— 
82). W ykazano, że związki agonistyczne charakteryzują się znacznie wyż
szym powinowactwem do receptorow ych m iejsc wysyconych przez nora
drenalinę niż do s tru k tu r połączonych z antagonistam i. Z kolei substancje 
antagonistyczne w znacznie większym stopniu przy niższych naw et niż po
dawane w nadm iarze związki o działaniu agonistycznym, w ypierały z re 
ceptorów preparat WB4101. Równocześnie, stałe powinowactwa czynnych
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farmakologicznie ligandów do m iejsc receptorow ych wysyconych słabym  
antagonistą [3H]DHE wykazywały wartości pośrednie pomiędzy danym i 
uzyskiwanym i z badań nad in terakcją agonista-agonista czy antagonista- 
-antagonista z receptoram i (80). W yniki te, oraz podobne obserwacje doty
czące receptorów  opiatowych czy dopaminergicznych (83), sugerują praw 
dopodobieństwo dwóch różnych stanów pobudzenia receptorów a. Po
dobnie jak w przypadku receptorów (5, jeden z nich określony został m ia
nem stanu agonisty, drugi z nich natom iast stanem  antagonisty (80, 82). 
Rola nukleotydów guanylowych w regulacji wrażliwości receptorów (3, 
a zwłaszcza zmian ich powinowactwa wobec aktyw ujących je agonistów 
jest procesem powszechnie znanym  i nie budzącym wątpliwości. Suge
rowano zatem, że procesy regulacji aktywności receptorów a podlegają 
także wpływom GTP. Jak stwierdzono bowiem, efektam i oddziaływania 
Gpp(NH)p z błonam i plazm atycznym i mózgu, była wyraźna redukcja 
powinowactwa receptorów adrenergicznych a do [3H] adrenaliny i [3H] 
noradrenaliny (84—87). Nie stwierdzono także, po dodaniu do mieszaniny 
inkubacyjnej GTP, spadku powinowactwa receptorów do [3H]WB4101
i [3H]DHE najprawdopodobniej dlatego, że [3H]DHE asocjowała także 
z innym i m iejscami wiążącym i na powierzchni błon plazm atycznych, o nie
zidentyfikowanej bliżej roli fizjologicznej (88). Miejsca zaś, które wy- 
sycone są am inam i katecholowym i i w związku z tym  na pewno uczest
niczą w transform acji sygnału przekazywanego z receptora na błonowy 
układ enzym atyczny, uw alniają do cytoplazm y pobudzonych komórek 
drugi m ediator, podlegają regulatorow ym  wpływom GTP. Równocześnie 
wykazano, że receptory błon plazm atycznych ludzkich płytek  krw i i macic 
króliczych, zidentyfikowane jako a 2, cechuje zdolność występowania 
w dwóch różnych stanach pobudzenia w obecności agonistów (89). S ta
ny te charakteryzują  się niejednakow ym  powinowactwem receptora do 
aktyw ujących go am in katecholowych. Tak więc, stan  receptora w yka
zującego wysokie powinowactwo do agonistów określono symbolem a2H, 
stan zaś przejaw iający niższą wrażliwość na ich działanie oznaczony zo
stał jako a 2L. W yniki powyższych badań pozwalają ponadto sugerować 
możliwość w ew nątrzreceptorow ej konw ersji tych zróżnicowanych pod 
względem powinowactwa do amin katecholowych receptorów a 2. Kon
w ersja taka zachodzi jednak jedynie w obecności nukleotydów  guanylo
wych (89, 90). Analiza m atem atyczna krzyw ych w ypierania [3H]DHE 
z miejsc wiążących przez różne farmakologicznie czynne a ligandy w yka
zała, że receptory cii nie podlegają regulatorow ym  wpływom GTP. Na 
podstawie danych dotyczących występowania receptorów a w różnych 
narządach, przy jednoczesnym braku inform acji o roli fizjologicznej jaką 
mogłyby pełnić tak  sklasyfikowane receptory a 1)2H)2L, sugeruje się możli
wość przynajm niej trzech stanów konform acyjnych przyjm owanych przez 
te  s tru k tu ry  błonowe. Są to mianowicie wzajemnie przekształcające się
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stany a 2H i a2L oraz stan  c .̂ Receptory znajdujące się w tym  ostatnim  
stanie charakteryzują się szczególnie wysokim powinowactwem do [3H] 
prazosyny i [3H] fenoksybenzaminy.

IV-5. Komórkowy poziom cyklicznych nukleotydów a a stymulacja

Hipoteza Sutherlanda, o roli cAMP jako drugiego m ediatora reakcji 
angażujących receptory adrenergiczne (3, zainicjowała poszukiwania po
dobnego czynnika uwalnianego w procesach aktyw acji receptorów a. Zna
ne wcześniej fizjologiczne następstw a pobudzenia receptorów a próbo
wano początkowo wytłumaczyć, przeciw staw nym  do reakcji wyw ołanych 
aktyw acją receptorów (3, wpływem agonistów na cyklazę adenylową. Jed 
nakże, lata  70-te dostarczyły wielu często sprzecznych inform acji na te 
m at w pływu a stym ulacji na poziom cyklicznych nukleotydów. W bada
niach prowadzonych na skraw kach kory mózgowej (91) i obszarach lim- 
bicznych przedmózgowia (92) wykazano, że typowe stym ulatory  cc adre
nergiczne: klonidyna i oksymetazolina nie wyw ierały w pływu na pod
stawowy poziom cAMP. Jednocześnie zaś, były one przyczyną wyraźnego 
spadku syntezy cAMP, aktyw ow anej przez typowe a stym ulatory: m eto- 
ksyam inę i noradrenalinę. Podobny spadek syntezy cAMP obserwowano 
pod w pływ em  a agonistów w płytkach krwi, lipocytach, wysepkach 
Langerhansa i melanoforach (93). Zdaniem  J a c k o b s a  i wsp. (94, 95) 
obniżony poziom tego nukleotydu wynikał głównie z agregacji p łytek pod 
wpływem  katecholam in. Liczne badania (96, 97) wykazywały przy tym , 
że jedynie adrenalina, noradrenalina i a m etyloepinefryna obniżają syn
tezę cAMP, sprzyjając jednocześnie agregacji płytek. Inne zaś, stosowa
ne przez wielu badaczy ligandy, ham ow ały jedynie wiązanie [3H]DHE 
z receptorem , nie w yw ierając w pływu na aktywność cyklazy adenylo
wej (98—101). Inny m echanizm  tłum aczący spadek syntezy cAMP pod 
w pływem  adrenaliny w preparatach błon plazm atycznych izolowanych 
z ludzkich płytek krw i proponowali A k t o r i e s  i J a c k o b s  (102). 
W ykazali oni, że aktyw acja receptorów a przez tego agonistę powoduje 
wzrost szybkości hydrolizy GTP do GDP. Stym ulacja aktywności GTP-azo- 
wej, pod wpływem  adrenaliny prowadziłaby więc do dysocjacji kompleksu 
białko wiążące nukleotydy-cyklaza adenylowa. Konsekwencją tego procesu 
byłoby obniżenie katalitycznej aktywności cyklazy adenylowej i spadek 
poziomu cAMP.

Z obserwacji prowadzonych na kom órkach kory mózgowej izolowa
nych ze zwierząt różnych gatunków  wynikało natom iast, że wzrost syntezy 
cAMP pod wpływem  amin katecholowych jest częściowo ograniczony 
przez antagonistów  receptorów a (103). Równocześnie w hepotocytach tra k 
tow anych EGTA w yraźnie rosła, pod wpływem  amin katecholowych, ak
tywność cyklazy adenylowej (104). Komórki nie poddane zaś działaniu
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związków chelatujących jony Ca2+ reagow ały obniżoną syntezą cAMP 
na stym ulację adrenergiczną a (105—107).

Trudności w in terpretacji rozbieżnych wyników, jakie uzyskiwano 
w doświadczeniach prowadzonych w niejednakow ych w arunkach, nad 
wpływem  a agonistów na aktywność cyklazy adenylowej w ielu tkanek
i narządów przyczyniły się do poszukiwań zależności pomiędzy aktyw acją 
receptorów a a kom órkowym  poziomem cGMP. Uzyskane w yniki są także 
kontrow ersyjne. W ielu autorów  wykazało, że pobudzenie receptorów  a 
w m ięśniach gładkich ślinianek, móżdżku i szyszynki zapoczątkowuje syn
tezę tego nukleotydu (108—111). Badania te  sugerowały ponadto, że 
wzrost aktyw ności cyklazy guanylowej nie jest jednak bezpośrednią 
konsekwencją łączenia się a agonistów z receptoram i. Inne dane (112) su
gerow ały prosty związek pomiędzy syntezą cGMP a aktyw acją recepto
rów a. Na bardziej złożony przebieg in terakcji katecholam in z recepto
ram i a w skazują badania H e m s a  i wsp. (113). Autorzy ci stw ierdzili, 
że nitrozoam iny, hydroksyloam iny i azotany zwielokrotniają w ew nątrz
kom órkowy poziom cGMP. Efektu takiego, nie stwierdzono natom iast pod
czas pobudzenia receptorów a przez katecholam iny. Tak więc mimo za
obserwowania pewnych zależności pomiędzy pobudzeniem receptorów  a 
a syntezą cGMP rola tego nukleotydu w reakcjach stym ulacji tych  recep
torów  daleka jest od wyjaśnienia. Jedną z ważnych obserw acji poczynio
nych w czasie badań nad zależnością zachodzącą pomiędzy ak tyw acją cykla
zy guanylowej a interakcją a agonistów z receptoram i było stw ierdzenie 
wewnątrzkom órkowego wzrostu stężenia jonów Ca2+. W krótce jednak  w y
kazano, że zmiany w poziomie Ca2+ w cytosolu zależą od całego szeregu zło
żonych procesów, zachodzących w komórce w czasie stym ulacji a ad rener
giczne j. Zm iany stężeń jonów Ca2+ w komórce zależą od w pływ u a agoni
stów na aktywność innych enzymów zawieszonych w płynnej struk tu rze  
błony.

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

Przez analogię do cAMP drugiego przekaźnika receptorów  (3, sugeruje 
się, że stym ulacja a adrenergiczna prowadzi do aktyw acji szeregu enzy
mów błonowych, innych jednak niż cyklaza adenylowa czy guanylow a
i uwolnienia do cytoplazmy pobudzonych kom órek m ediatora zdolnego 
regulować niektóre procesy biochemiczne. Wiele danych wskazuje, że 
w w yniku przyłączenia się neuro transm itera do receptora a następują  
zmiany m etabolizm u fosfatydyloinozytolu (114— 116). Stwierdzono przy 
tym , że bezpośrednią konsekwencją pobudzenia receptora (117) jest roz
kład tego fosfolipidu. W łączanie zaś 82P do fosfatydyloinozytolu jest na
tom iast reakcją w tórną, k tórej przebieg w ydaje się zależeć od 1,2-dwu-
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acyloglicerolu, powstałego z rozpadu fosfatydyloinozytolu (117). O ile 
degradacja fosfatydyloinozytolu jest bezpośrednim następstw em  aktyw a
cji receptorów a, to jak  wykazał M i t c h e l l  (115), drugim  mediatorem 
dla tych receptorów wydaje się być 1,2-cykliczny fosforan mioinozytolu, 
uwolniony wraz z 1,2-dwuacyloglicerolem podczas degradacji fosfatydylo
inozytolu, co przedstaw ia Ryc. 3.

a g o n ista  +  recep to r a go nista  -  receptor

m ioinozytol

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

Metabolizm fosfatydyloinozytolu wiąże się ściśle ze zmianam i m eta
bolizmu wapniowego komórki (114, 116). W ykazano bowiem, że a stym u
lacja podwyższa poziom Ca2+ w cytosolu (125—129). Wzrost ten  może 
być rezultatem  uwalniania wapnia nagromadzonego w m itochondriach
i retikulum  endoplazmatycznym  (126, 128— 132). Uwolnione do cytosolu 
jony wapnia mogą pochodzić także z przestrzeni zewnątrzkomórkowych 
albo w ew nętrznych powierzchni błon plazm atycznych (133— 135). Mecha
nizmy urucham iania rezerw  wapniowych nie są jasne. Być może w bło
nach komórek, do których w apń transportow any jest z zew nątrz w ystę
pują kanały, którym i jest on doprowadzany. Przypom inałoby to procesy 
kontrolowane przez m uskarynowe receptory cholinergiczne (136—139). 
Ponieważ jednak transport ten  jest głównie procesem wewnątrzkom órko
wym w ydaje się więc zatem, że w procesie przekazywania sygnału z po
budzonego receptora do miejsc, z których następuje w yrzut wapnia po
średniczy jakiś niezidentyfikow any czynnik. Tym przekaźnikiem  w y
daje się być m etabolit błonowej degradacji fosfatydyloinozytolu. W yka
zano bowiem, że metabolizm tego fosfolipidu poprzedza wzrost poziomu 
jonów wapnia w cytosolu (114, 117— 119, 123).

Pomimo, że właściwości drugiego przekaźnika w przypadku recepto
rów a są niejasne, wiele wyników wskazuje, że czynnikiem w yw ierającym  
istotny, ale nie bezpośredni wpływ na przebieg niektórych szlaków bioche
micznych są jony wapnia. Pojaw iając się w cytosolu eukariotycznych ko
mórek w wysokich, sięgającyh 10-6— 10.~5M stężeniach (140), łączą się 
one następnie z kalcyproteinam i, niskocząsteczkowymi kwaśnym i biał-
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kami, w ykazującym i szczególnie wysokie powinowactwo do jonów Ca2+ 
(141, 142). Białka te  w trakcie przyłączania jonów wapniowych ulegają 
pewnym  zmianom konform acyjnym , w w yniku których kompleksy spe
cyficznych białek związanych z Ca2+ nabierają aktywności katalitycz
nej (Ryc. 4). Kompleksy takie stanowią zatem, podobnie jak cAMP w sto-

C a 2+ -i- kalm o dulina C a 2+ — kalm odulina*
( n i e a k t y wn a  } II ( a k t y w n a  )

p o d je d n o stka  6

p o d jed n o stka (3

kinaza fo sfo ry ia z y  
( podj- cx, (3, -j, o)

fo sfo ry la z a  B -------------►  fo sfo rylaza  A
(nieaktywna) (aktywna)

glikogen —— ► g l u k o z o - 1 -  fosf.

* • • • P° 4 -  zm ieniona konform acja biatka 

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

sunku do receptorów  (3, bezpośredni m ediator regulujący aktywność nie
których typowych dla określonych tkanek i narządów reakcji m etabo
licznych będących konsekwencją a stym ulacji.

V. Uwagi końcowe

W ostatnich latach widoczny jest intensyw ny rozwój badań nad re
ceptoram i adrenergicznym i, złożonymi system am i regulacyjnym i. Postęp 
ten  stał się możliwy dzięki w ykorzystaniu do wyodrębniania błonowo 
związanych receptorów różnych metod solubilizacji błon i zastosowaniu 
nowych metod frakcjonow ania białek, głównie zaś chrom atografii powi
nowactwa. Znaczny postęp w tych badaniach nastąpił dzięki użyciu zna
kowanych ligandów o wysokiej radioaktywności właściwej wybiórczo 
wiążących określone stru k tu ry  adrenergiczne. Opisano już m olekularny 
m echanizm  uwalniania cAMP do cytoplazm y pobudzonych przez aminy 
katecholowe komórek. Poznanie sekwencji i czynników uczestniczących 
w aktyw acji cyklazy adenylowej pozwoliło wniknąć w procesy regulacji 
syntezy cAMP. Znacznie natom iast uboższe i o wiele bardziej kontrow er
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syjne są dane odnoszące się do receptorów adrenergicznych a. Dotyczy to 
zarówno ich budowy a zwłaszcza sposobów w jaki przekazują one komórce 
docierające do niej bodźce. W dalszym ciągu nie został też określony
i scharakteryzow any drugi przekaźnik inform acji przekazywanych recep
torom  za pośrednictw em  amin katecholowych. Obecnie coraz więcej ba
daczy skłonnych jest jednak przypisać tę funkcję 1,2-cyklicznemu fosfo
ranow i mioinozytolu. Tym niem niej hipoteza ta  nie została poparta jeszcze 
przekonyw ującym i dowodami eksperym entalnym i.

Dziękują Panu Prof. dr hab. J. Naumanowi i Pani dr G. Adler za cenne uwagi 
i sugestie podczas przygotowywania niniejszego tekstu.
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VEB Gustav Fischer Verlag Jena 1982, 176 stron, cena 30 M 
Seria Bausteine der m odernen P hysiologie.

Ogromna ilość związków niskocząsteczkowych, produkowanych przez organizmy 
żywe od dawna budziła zainteresowanie chemików, fizyków, biochemików pragną
cych poznać mechanizmy biosyntezy tych związków. Dynamiczny rozwój metod 
biochemicznych sprzyjał rozwojowi i poznaniu wielu dziedzin biochemii, w tym 
również biosyntezy wielu niskocząsteczkowych związków wytwarzanych w róż
nych cyklach metabolicznych przez organizmy żywe.

Jednakże różnorodność tych związków i co za tym idzie różnorodność mecha
nizmów ich biosyntezy sprawiła, że zarówno w  podręcznikach biochemicznych  
jak i chemii organicznej zagadnienie biosyntezy związków niskocząsteczkowych  
produkowanych przez organizmy żywe omawiane jest pobieżnie lub zupełnie pomi
jane. Książka prof. Schütte uzupełnia wspomniane wyżej braki podręczników aka
demickich chemii organicznej i biochemii. Prof. Schütte w  bardzo zwięzły sposób, 
(lecz uwzględniając najnowsze osiągnięcia) omawia najważniejsze problemy zwią
zane z biosyntezą niektórych związków niskocząsteczkowych, jak aminokwasy, n ie
które peptydy, pochodne kwasu nikotynowego, porfiryny, puryny i pirymidyny 
wraz z ich pochodnymi, pochodne fenyloetyloaminy, kwasy tłuszczowe i alka
loidy.

Jak to podaje we wstępie sam autor, książka przeznaczona dla studentów ma 
na celu pogłębienie wiadomości z zakresu chemii organicznej, zdobytych w  począt
kowym okresie studiów. Niemniej cytowane są w niej oryginalne prace doświad
czalne i monograficzne opracowania z 1981 roku. A więc z zaledwie kilku miesięcz
nym opóźnieniem książka przynosi wiadomości z opracowań monograficznych i prac 
doświadczalnych w formie zwartego tematycznie podręcznika akademickiego. Dla
tego właśnie książka prof. Schütte wykracza poza podręcznik akademicki i może 
być przydatna również pracownikom naukowym zajmującym się pokrewnymi dzie
dzinami, wprowadzając znakomicie w dość złożone problemy biosyntezy związków  
niskocząsteczkowych produkowanych przez organizmy żywe.

1. Kąkol

http://rcin.org.pl



http://rcin.org.pl



SPIS TREŚCI

J. D u s z y ń s k i  — Regulacja funkcjonowania szlaku metabolicznego . . .  3
J. D u s z y ń s k i  — Regulacja oddychania m itochondrialnego.............................17
A. K o z i k  — Chromatograficzne i elektroforetyczne metody wyznaczania pa

rametrów oddziaływania białko — l i g a n d ................................................................ 33
L. B i e l e c k a ,  R. S. L o r e n c  — Białko wiążące witaminę D . . . .  53
P. T. S z y m a ń s k i  — Receptory adrenergiczne........................................................... 67
I. K ą k o 1 — R e c e n z j a ...........................................................................................................93

/

http://rcin.org.pl



M arch 1983

ARTICLES IN POLISH

Volume 29 
Number 1

J. D u s z y ń s k i  — Control of Flux through the Metabolic Pathway (Nencki
Institute of Experimental Biology, W a r s z a w a ) ..................................................  3

-J. D u s z y ń s k i  — Regulation of Mitochondrial Respiration (Nencki Institute
of Experimental Biology, W a r s z a w a ) .................................................................17

A. K o z i k  — Chromatographic and Electrophoretic Methods for Determination 
of the Parameters of Protein—Ligand Interactions (Department of Animal 
Biochemistry, Institute of Molecular Biology, Jagiellonian University, Kra
ków) : ................................................................................................................................ 33

L. B i e l e c k a ,  R. S. L o r e n c  — Vitamin D Binding Protein (Department 
of Biochemistry and Experimental Medicine, Child’s Health Center, War-

sz a w a -M ię d z y le s ie ) ........................................................................................................... 53
P. T. S z y m a ń s k i  — Adrenergic Receptors (Medical Center of Postgraduate

Education, W a r s z a w a ) .................................................................................................... 67
Book R e v i e w ..........................................................................................................................93

http://rcin.org.pl



Redakcja zastrzega sobie możność skrócenia tekstu i wprowadzania poprawek 
nie wpływających na treść pracy.

Piśmiennictwo: w  artykule należy cytować prace oryginalne z ostatnich kilku 
lat oraz najważniejsze artykuły przeglądowe omawiające przedstawioną dziedzinę 
z uwzględnieniem artykułów opublikowanych w „Postępach Biochemii”. W tekście 
należy podawać jedynie nazwiska badaczy, których prace mają podstawowe znacze
nie w  przedstawionej dziedzinie. Omawiane prace trzeba numerować w  kolejności ich 
cytowania w  tekście. Wykaz piśmiennictwa zatem obejmuje prace opatrzone kolej
nymi numerami, ale nieuporządkowane alfabetycznie. Odnośniki bibliograficzne win
ny mieć formę zalecaną przez Komisję Wydawców Czasopism Biochemicznych Mię
dzynarodowej Unii Biochemików (IUB) według Biochim. Biophys. Acta, (1972), 276, 
(1) np.:

Pipa J. P., Buchanan F. M., (1971), Biochim. Biophys. Acta, 247, 181—184.
Cytując wydawnictwa książkowe podawać należy kolejno: nazwisko(a) inicjały auto- 
ra(ów), rok wydania, tytuł książki, nazwisko(a) i inicjały jej redaktorów(a), tom, 
pierwszą i ostatnią stronę cytowanej publikacji, nazwę wydawnictwa oraz miejsce 
wydania, np.

Dixon M., Webb E. C., (1964), Enzymes, 2 wyd., str. 565, Longmans Green and Co., 
London;

Grant J. K., (1969) w Essays in Biochemistry, red. Campbell P. N., Greville G. D., 
t. 5, str. 1—58; Academic Press, London.

Załączniki: każdy załącznik należy sporządzić w 2 egz. na oddzielnych kartkach 
i opatrzyć kolejnym numerem odpowiadającym numerowi użytemu w tekście, oraz 
oznaczyć (na górze stronicy ołówkiem) nazwiskiem pierwszego autora i początkowymi 
wyrazami tytułu pracy.

Tabele należy kolejno numerować cyframi arabskimi. Tytuł tabeli i nagłówki 
rubryk powinny jasno opisywać ich treść zaznaczając, z jakich (jakiej) prae(y) po
chodzą informacje podane w tabeli.

Ryciny, tj. wykresy, rysunki, schematy lub fotografie należy opatrzyć numeracją 
w kolejności ich omówienia w tekście. Przyjmuje się zasadę numeracji rycin cyframi 
arabskimi, a wzory cyframi rzymskimi. Fotografie czarno-białe (kontrastowe) po
winny być wykonane na papierze matowym. Pozostałe ryciny należy wykonać tu
szem na białym papierze lub na kalce technicznej. Wymiar ryciny nie powinien być 
mniejszy niż 10X15 cm, a naniesione linie nie powinny być cieńsze niż 1 mm. Ramki 
ujmujące wykresy można wykonać linią cieńszą niż linie właściwe wykresu. Cyfry 
i litery służące do opisu rysunku powinny mieć wysokość nie mniejszą niż 5 mm. Na 
rysunkach nie należy umieszczać opisów słownych, lecz posługiwać się skrótami. Osie 
wykresów natomiast winny być opatrzone napisem łatwo zrozumiałym. Dla oznacze
nia punktów doświadczalnych można stosować następujące symbole: Q D A > B A .  
Rycinę należy opatrzyć na odwrocie oznaczeniem „góra” i „dół” (ołówkiem). Decyzję
0 stopniu zmniejszenia ryciny podejmuje wydawca.

Podpisy i objaśnienia pod rycinami powinny być dołączone na oddzielnej kartce. 
Oznaczenia, których nie można wpisać na maszynie, należy wyraźnie nanieść czar
nym tuszem.

Ze względu na wewnętrzną spoistość artykułu zaleca się autorom konstruowanie 
oryginalnych rysunków i zbiorczych tabel na podstawie danych z piśmiennictwa. 
Prawie wszystkie czasopisma zastrzegają sobie wyłączność druku prac wraz z ich 
dokumentacją (Copyright). Przed włączeniem tabel, wykresów czy schematów do 
artykułu przenaczonego do publikacji w  Postępach Biochemii należy zatem uzyskać 
zgodę na przedruk lub wykorzystanie danych i przedłożyć ją Redakcji. W razie 
modyfikowania rycin zaczerpniętych z opublikowanych prac należy także przedłożyć 
Redakcji do wglądu kopie oryginalnych ilustracji.

Redakcja prosi o właściwe pakowanie artykułów, aby zabezpieczyć maszynopisy
1 ilustracje przed pogięciem.
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