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KOMPUTEROWE MODELOWANIE REGULACJI FOSFORYLACJI OKSYDACYJNE]J

ILOSCIOWE MODELE W FIZYCE I BIOLOGII

Trudno byloby sobie wyobrazi¢c wspot
czesna fizyke (i chemi¢) bez teoretycznych,
matematycznych modeli (teorii). Pozwalaja
one, mi¢dzy innymi (1) opisa¢ analizowany
uklad w sposob Scisty i iloSciowy, (2) wyja-
$ni¢ wiele pozornie nie zwiazanych ze soba
zjawisk oraz (3) przewidzie¢ istnienie calko-
wicie nowych zjawisk nie odkrytych wcze-
Sniej na drodze eksperymentalnej. To ostat-
nie jest rzecza powszechna w fizyce; jako
przyktady mozna by tu wymieni¢ teoretyczne
przewidzenie istnienia pozytonu (antyczastki
elektronu) przez Paula Diraca, soczewek gra-
witacyjnych w obrebie ogolnej teorii wzgled-
nosSci lub tez kwarka t (top) w obrebie me-
chaniki kwantowe;.

Opis uktadoéw biologicznych przez iloScio-
we matematyczne modele jest ciagle bardzo
niepelny i znajduje si¢ w poczatkowej fazie
rozwoju. Wynika to z zasadniczej roznicy po-
miedzy uktadami fizycznymi (i chemicznymi),
z jednej strony, a biologicznymi — z drugie;j.
W fizycznych ukladach dynamicznych mamy
do czynienia z jednym lub dwoma elementa-
mi, pomi¢dzy ktoérymi zachodzi jedno proste
oddzialywanie (moze to by¢ np. foton poru-
szajacy sie w przestrzeni jako kwant promie-
niowania elektromagnetycznego lub elektron
zwiazany z jadrem atomowym na danym or-
bitalu w obrebie mechaniki kwantowej, albo
tez planeta obiegajaca gwiazde w teorii New-
tona lub ogolnej teorii wzglednosci). W przy-
padku uktadow dynamicznych mozliwy jest

Scisty analityczny opis zachowania si¢ roz-
patrywanego uktadu. Opis ten stosuje si¢ je-
dynie do ukladow zlozonych z bardzo malej
liczby elementow — juz problemu zachowa-
nia si¢ trzech cial w polu grawitacyjnym nie
da sie opisa¢ SciSle w sposob analityczny.
W przypadku uktadow termodynamicznych,
ztozonych z ogromnej iloSci takich samych
lub podobnych elementow, pomiedzy Kkto-
rymi wystepuje jedno proste oddzialywanie
(przyktadem takiego uktadu moze byc¢ po-
jemnik z gazem), adekwatny jest opis staty-
styczny, w ktorym zachowanie si¢ poszcze-
golnych elementow (np. czasteczek gazu)
ulega uSrednieniu i pojawiaja si¢ parametry
makroskopowe, takie jak temperatura.
Zarowno opis analityczny, jak i statystycz-
ny jest calkowicie nieprzydatny w przypadku
ztozonych uktadow biologicznych. Te ostat-
nie bowiem skladaja si¢ z ogromnej iloSci
rozmaitych, hierarchicznie zorganizowanych
elementow i podzespolow, pomiedzy Kkto-
rymi zachodzi szeroka gama oddzialywan
i interakcji. Nie mozna zatem oddac istoty
takiego uktadu przy pomocy jednego proste-
go matematycznego wzoru ani tez usrednic
zachowania si¢ zupelnie do siebie niepo-
dobnych elementow. A zatem, w przypadku
ztozonych, dynamicznych ukladow biologicz-
nych potrzebny jest zupetnie inny rodzaj opi-
su iloSciowego, niz w przypadku ukladow
dynamicznych i termodynamicznych.
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FOSFORYLACJA OKSYDACYJNA W MITOCHONDRIACH

Uktady biologiczne mozna rozpatrywac na
wielu poziomach hierarchii: (makro)molekut
zwiazkéw organicznych, ich kompleksow, ele-
mentow komorki (btony biatkowo-lipidowe,
cytoszkielet, chromosomy, rybosomy), orga-
nelli komoérkowych, catych komorek, tkanek,
narzadow, organizméw wielokomorkowych,
populacji, ekosystemow oraz catej biosfe-
ry. Mozna je tez analizowa¢ w rozmaitych
aspektach: strukturalnym, funkcjonalnym,
rozwojowym (ontogenetycznym), ewolucyj-
nym itp. Do rozmaitych pozioméw hierarchii
i aspektow mozna stosowal rdzne, Czesto
komplementarne, metody i paradygmaty opi-
su iloSciowo-matematycznego. W niniejszym
artykule problem iloSciowego opisu ukta-
dow biologicznych przedstawie na przykta-
dzie modelowania szlakow metabolicznych,
a w szczegolnosci fosforylacji oksydacyjnej
w mitochondriach. Bedzie to biochemiczny,
komorkowy i fizjologiczny poziom hierarchii
rozpatrywany w aspekcie funkcjonalnym, dy-
namicznym i regulacyjnym.

Proces fosforylacji oksydacyjnej w mito-
chondriach jest odpowiedzialny za produk-
cje energii w komorce w postaci ATP. Mi-
tochondria sa organellami w komorkach eu-
kariotycznych, otoczonymi dwiema blonami
biatkowo-lipidowymi, z ktorych wewnetrzna
jest w duzym stopniu nieprzepuszczalna dla
jonow oraz pofaldowana (jej wpuklenia do
wnetrza mitochondriow, czyli matriks, two-
rza tzw. grzebienie). Ogolny mechanizm
i schemat przebiegu procesu oksydacyjnej
syntezy ATP znany jest od momentu opubli-
kowania przez MITCHELLA (1961) jego stynnej
teorii chemiosmotycznej. Wedlug tej teorii
kluczowym posrednikiem w produkcji ATP
w procesie fosforylacji oksydacyjnej w mito-
chondriach i bakteriach oraz w procesie fos-
forylacji fotosyntetycznej w chloroplastach
rosSlin i bakteriach fotosyntetyzujacych jest
gradient protondw w poprzek odpowiedniej
blony biatkowo-lipidowej zwiazanej z pro-
dukcja energii. Zwiazany z tym gradientem
potencjal termodynamiczny, zwany sila pro-
tonomotoryczna (Ap), posiada dwie kompo-
nenty: elektryczna (réznica potencjatu elek-
trycznego po obu stronach btony wynikajaca
z réznicy w ilosci tadunkow elektrycznych)
oraz osmotyczng, stezeniowa (roéznica w ste-
zeniu protonéw po obu stronach blony).

Ogolny schemat fosforylacji oksydacyj-
nej w mitochondriach przedstawia Ryc. 1

(zainteresowanych szczegotami odsylam do
podrecznika NICHOLLSA i FERGUSONA 2002).
Btona zwiazana z produkcja energii jest tu
wewnetrzna blona mitochondrialna. Proces
zaczyna si¢ w momencie przekazania elek-
tronow z substratOw oddechowych na NAD
(oraz FAD) — utleniona forma NAD (NADY)
zostaje przeksztalcona w forme zredukowa-
na (NADH). Etap ten nazywamy ogolnie de-
hydrogenacja substratowa. Jest to duzy blok
metaboliczny, w sklad ktérego wchodzi,
miedzy innymi, zachodzaca w cytoplazmie
komorki glikoliza oraz zlokalizowane w mi-
tochondriach: B-oksydacja kwasow thuszczo-
wych i cykl Krebsa (cykl kwasow trojkarbok-
sylowych). Elektrony sa przekazywane z NAD
na taicuch oddechowy zlokalizowany w we-
wnetrznej blonie mitochondrialnej, w sktad
ktorego wchodza duze kompleksy biatkowe
(kompleks I, kompleks III i kompleks IV)
oraz dwa drobnoczasteczkowe zwiazki prze-
noszace elektrony pomiedzy nimi: ubichinon
(UQ) oraz cytochrom c. Elektrony z FAD ply-
na poprzez kompleks II na ubichinon (nie
jest to pokazane na Ryc. 1, poniewaz wick-
szoS¢ elektronOw plynie przez NAD, a nie
FAD). Ostatecznym akceptorem elektronow
w laficuchu oddechowym jest tlen, ktory
w wyniku przyjecia elektronow (i proto-
now z fazy wodnej) zostaje zredukowany do
wody. Przeplyw elektronow przez kompleksy

iprzeciek
£ protonéw

utylizacja ATP

kompleks ||

.~ matriks  nosnik
ATP/ADP PCr
| | dehybdrtogf nacja kinaza
substratowa
kompleks 1T\ ATR kreatynowa
- - Cr
€ 1-NAD ' ~SH

\wewngtrzna blona mitochondrialna

cytozol

Ryc. 1. Ogollny schemat uktadu fosforylacji
oksydacyjnej w miesSniu.

Przedstawiono enzymy, procesy i bloki metaboliczne
uwzglednione explicite w obrebie opisywanego mo-
delu fosforylacji oksydacyjnej. UQ, ubichinon; cyt c,
cytochrom c.
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I, IIT i IV (ale nie przez kompleks II) tancu-
cha oddechowego sprzezony jest z pompo-
waniem protonow z wnetrza mitochondriow
(matriks mitochondrialnej) na zewnatrz (do
cytoplazmy komorki) — prowadzi to do po-
wstania wspomnianego powyzej gradientu
stezen protonow (gradientu pH, czyli ApH)
oraz gradientu tadunku elektrycznego wytwa-
rzajacego potencjat elektryczny (AY) (wynika
to oczywiScie z faktu, ze protony obdarzone
sa tadunkiem dodatnim). Obie te komponen-
ty skladaja sie na sile protonomotoryczna Ap.
Typowe wartoSci tych trzech potencjatow
termodynamicznych to: ApH = 30 mV (0.5
jednostki pH), AY = 150 mV, Ap = 180 mV.
Mniejsze stezenie protondw w matriks oraz
jej ujemny tadunek powoduja, ze protony
maja silna tendencje do spontanicznego po-
wrotu z przedzialu zewnetrznego do wnetrza
mitochondriéw. Czes$¢ z nich (w komorkach
watroby — hepatocytach szczura jest to oko-
to 25%) ptynie po prostu przez wewnetrzna
blone mitochondrialna nie wykonujac zadnej
pracy — jest to tak zwany przeciek protonow
(ang. proton leak) (intensywnoS¢ przecieku
moze by¢ zwickszona przez tzw. biatka roz-
przegajace, ang. uncoupling proteins, UCP).
Zwiazany jest on z duza produkcja ciepla.
U zwierzat stalocieplnych w czasie spoczyn-
ku jest to gtowny proces odpowiedzialny za
termogeneze. Jednak wickszoS¢ protonow
wraca do matriks mitochondrialnej przez
kanalik w syntazie ATP. Molekula tego en-
zymu ma postaé ,grzybka”, ktérego ,n6zka”
jest zakotwiczona w wewnetrznej blonie mi-
tochondrialnej, a ,glowka” skierowana jest
do matriks. Przeptyw protonéw przez synta-

z¢ ATP sprzezony jest z synteza ATP z ADP
i P, (fosforanu nieorganicznego) w matriks
mitochondrialnej. Poniewaz wickszoS¢ ATP
zuzywana zostaje przez procesy zachodzace
w cytoplazmie, zachodzi koniecznoS¢ trans-
portu ATP na zewnatrz mitochondriow,
a substratow do jego produkcji: ADP i P,
— do ich wnetrza. Odpowiadaja za to dwa
nosniki umieszczone w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej: noSnik ATP/ADP katalizuje
elektrogeniczna wymiane ATP na ADP, nato-
miast noSnik fosforanu przenosi czasteczki P,
razem z protonami. W cytoplazmie hydroliza
ATP ulega sprzegnieciu z takimi procesami,
jak transport jonow (Na'/K*, Ca*") w poprzek
blony cytoplazmatycznej oraz bton retikulum
endoplazmatycznego, synteza biatek, kwasow
nukleinowych i innych zwiazkow organicz-
nych, praca mechaniczna (ATPaza aktomio-
zynowa w mie$niach), glukoneogeneza i ure-
ogeneza (watroba, nerka) itd. W tkankach
pobudliwych (ang. excitable tissues), takich
jak miesienn szkieletowy, migsien sercowy
lub neurony, para ATP/ADP pozostaje blisko
rownowagi termodynamicznej z para fosfo-
kreatyna (PCr)/kreatyna (Cr). Odpowiada
za to enzym kinaza kreatynowa katalizujacy
szybka reakcje przenoszenia reszty fosforano-
wej z ATP na Cr (powstaje ADP i PCr) oraz
reakcje odwrotna. Rola uktadu kinazy kreaty-
nowej jest, po pierwsze, stworzenie ,buforu
energetycznego” dla ATP (stezenie PCr jest
kilkakrotnie wicksze, niz stezenie ATP), a po
drugie — przezwyciezenie mozliwych ogra-
niczen dyfuzyjnych dla ADP (Cr dyfunduje
znacznie szybciej, niz ADP).

DYNAMICZNY MODEL KOMPUTEROWY FOSFORYLACJI OKSYDACYJNE] W MIESNIU

Sama znajomoSC¢ przebiegu jakiego$ zlo-
zonego procesu i mechanizmow fizykoche-
micznych lezacych u jego podstawy zdecydo-
wanie nie wystarczy, aby w pelni zrozumiec
funkcjonowanie tego procesu, zaleznoSc jego
intensywnosci od rozmaitych czynnikow, za-
chowanie si¢ w odpowiedzi na rozmaite ze-
wnetrzne zaburzenia oraz wewnetrzna regu-
lacje. Niezbedny jest do tego wyczerpujacy
iloSciowy opis elementow rozwazanego pro-
cesu oraz ich wzajemnego wspotdziatania.

Dla dynamicznego aspektu funkcjono-
wania szlakow metabolicznych w komorce
najbardziej adekwatnym i pelnym rodzajem
opisu ilosciowego sa komputerowe modele
dynamiczne (pozwalajace symulowac zacho-

wania sie badanego uktadu w czasie). W ni-
niejszym artykule ogoélna struktura i zastoso-
wanie takich modeli zostang omoéwione na
przyktadzie modelu uktadu fosforylacji oksy-
dacyjnej w mieSniu szkieletowym i sercu,
opracowanym przez autora i wspotpracow-
nikow (KORZENIEWSKI i MAZAT 1996, KORZE-
NIEWSKI 1998, KORZENIEWSKI i ZOLADZ 2001,
KORZENIEWSKI i wspotaut. 2005). Kilka in-
nych modeli fosforylacji oksydacyjnej zostato
zaproponowanych w literaturze (BOHNENSACK
1981, VENDELIN i wspotaut. 2000, CORTASSA
i wspotaut. 2003), ale wspomniany model
zostal najobszerniej przetestowany poprzez
porownanie komputerowych symulacji z wy-
nikami eksperymentow, a takze jako jedyny
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zostal uzyty do proby teoretycznego przewi-
dzenia zjawisk nie odkrytych wczesSniej na
drodze doSwiadczalnej.

Jak kazdy tego typu dynamiczny model
komputerowy szlaku metabolicznego, oma-
wiany model sklada si¢ z dwoch glownych
czesSci: roOwnan kinetycznych i zespotu row-
nain roézniczkowych. Rownania kinetyczne
opisuja zaleznoS¢ szybkosci dzialania poszcze-
g0lnych enzymow/procesow/blokéw metabo-
licznych od stezen substratow, produktow,
allosterycznych aktywatorow i inhibitorow
oraz zewnetrznych (w stosunku do rozpa-
trywanego ukladu) efektorow. W dyskutowa-
nym modelu dobrym przykladem jest rOwna-
nie kinetyczne dla oksydazy cytochromowe;j
(kompleksu IV tancucha oddechowego):

w  ktorym szybkoS¢ reakcji katalizowanej
przez ten enzym (v.,) proporcjonalna jest do
stalej szybkosci reakcji (k.,), stezenia zredu-
kowanej formy cytochromu a, (a*),! stezenia
zredukowanej formy cytochromu c (c**) oraz
stezenia tlenu (O,). ZaleznoSC szybkosci re-
akcji od stezenia zredukowanej formy cyto-
chromu c i a, jest liniowa, natomiast w przy-
padku stezenia tlenu przybiera ona forme
hiperboliczna (Michaelisa-Menten). Kazdy
z elementéw ukladu przedstawiony na Ryc.
1 opisany jest analogicznym rownaniem Kki-
netycznym, chociaz oczywisScie rOwnania te
maja w kazdym przypadku odmienna postac.
Rownania kinetyczne zostaly czeSciowo opar-
te na dostepnych danych doswiadczalnych
dotyczacych poszczegolnych enzymow/pro-
cesow/blokéw metabolicznych, a czeSciowo
zalozone i dopasowane, tak aby poprawnie
przewidywaly witasSciwosci kinetyczne catego
uktadu.

SzybkoSci zmiany stezefi poszczegolnych
metabolitOow w czasie opisywane sa przez
odpowiednie roéwnania rézniczkowe. W row-
naniach tych szybkoS¢ zmiany stezenia meta-
bolitu wynika z réznicy pomiedzy szybkosScia
wszystkich reakcji produkujacych ten meta-
bolit a szybkoScia wszystkich reakcji go zu-
zywajacych. Na przyktad, roéwnanie roznicz-
kowe dla st¢zenia zredukowanej formy cyto-
chromu ¢ ma nastepujaca postac:

dc* idt=v, —2-v., )-2-R_,

gdzie szybkoS¢ zmiany tego stezenia w czasie
dc?'/dt rOwna jest roznicy pomiedzy szybko-
Scia redukcji cytochromu c przez kompleks
I (v a szybkoscia jego utleniania przez
kompleks IV (v _,, opisana w przedstawionym
wyzej rOwnaniu kinetycznym); cziony 27
oraz ,R_~ opisuja stechiometri¢ (dwa elek-
trony na jeden NADH, cztery elektrony na je-
den O,) oraz stosunek objetosci komorki do
objetoSci mitochondriow. Zmiany stezenia
w czasie innych metabolitoOw takze opisane
sa przez odpowiednie rownania rézniczko-
we.

W czasie symulacji komputerowych przy
uzyciu modelu obliczenia dokonywane sa
w kolejnych krokach czasowych. Caly okres
symulacji dzieli si¢ na dyskretne krotkie od-
cinki czasowe, przy czym ich dlugo$¢ moze
by¢ dostosowywana przy uzyciu odpowied-
niej procedury numerycznej, tak aby, z jednej
strony, symulacja byla wystarczajaco doktadna
(sprzyja temu krotki krok), a z drugiej — zaj-
mowala mozliwie malo czasu pracy kompute-
ra (co ma miejsce przy dlugim kroku, a wiec
stosunkowo matej iloSci krokow). W kazdym
kroku ,nowe” szybkoSci poszczegolnych re-
akcji obliczane sa na podstawie ,starych”
(z poprzedniego kroku) stezen metabolitow
i efektorow (rownania kinetyczne), a z ko-
lei ,nowe” stezenia (wynikajace ze ,starych”
stezen oraz wielkoSci zmian stezen w danym
kroku) obliczane sa na podstawie szybkoSci
reakcji (rownania rozniczkowe). To ,bledne
koto” obliczen powtarzane jest w kolejnych
krokach az do zakonczenia symulacji. W ten
sposob mozna symulowacé przebieg w czasie
zmian zarowno szybkoSci reakgji, jak i stezen
metabolitow.

Punktem startu symulacji jest z reguly pe-
wien stan stacjonarny (ang. steady-state), np.
stan spoczynkowy w mie$niu szkieletowym.
W takim stanie szybkoSci reakcji oraz steze-
nia metabolitOw pozostaja stale, chociaz na-
stepuje staly jednokierunkowy przeplyw me-
tabolitow przez system. Na przyklad, w pra-
cujacej komorce mieSnia ma miejsce ciagly
rozktad glikogenu, przeptyw metabolitow
przez glikolize i cykl Krebsa, przeniesienie
elektronéow na NAD i w koficu na tlen, pro-
dukcja ATP w mitochondriach i jego zuzy-
wanie w cytoplazmie na prace mechaniczna.
Cechy stanu stacjonarnego wynikaja z faktu,
ze szybkosSci reakcji produkujacych i kon-
sumujacych kazdy z metabolitow sa w nim
doktadnie rowne. Wlasciwa symulacja kom-

'Cytochrom a, jest jednym z centrOw przenoszenia elektronow (redoks) w oksydazie cytochromowe;j.
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puterowa polega na zaburzeniu wyjSciowego
stanu stacjonarnego (np. poprzez przejscie
ze spoczynku do wysitku w mieSniu zwiaza-
ne z duzym wzrostem hydrolizy ATP) i stop-
niowe osiaganie, poprzez stan przejSciowy,
w ktorym szybkoSci reakcji i stezenia meta-
bolitow ulegaja zmianie, docelowego stanu
stacjonarnego. Potem mozna przeprowadzic¢
operacje odwrotna i przejs¢ do poczatkowe-
go stanu stacjonarnego (np. od wysitku do
spoczynku w mie$niu, poréwnaj Ryc. 4-0).
Zaburzenie stanu stacjonarnego wiaze si¢ ze
zmiang wartoSci pewnych parametréw, np.
statych szybkoSci dla jednego lub kilku ele-
mentéw ukladu, spowodowana przez dziata-
nie jakiego$ zewnetrznego (w stosunku do
rozpatrywanego ukladu) efektora. Interesuja-
ce sa przy tym zarowno wartoSci zmiennych
(szybkosci i stezefi) w docelowym stanie sta-
cjonarnym, jak i czasowe przebiegi ich zmian
w stanie przejSciowym. Otrzymane w ten
sposob teoretyczne przewidywania modelu
dotyczace kinetycznych wtaSciwosci badane-
go ukladu moga by¢ nastepnie poréwnywane
z wynikami odpowiednich eksperymentéw.
Zeby by¢ wiarygodnym, model ztozonego
uktadu biologicznego musi zosta¢ wszech-
stronnie zweryfikowany poprzez porowna-
nie symulacji z mozliwie szerokim zestawem
danych doswiadczalnych obejmujacych war-
toSci parametrOw oraz wlasciwosci modelo-

wanego uktadu. Omawiany model poprawnie
przewiduje wiele cech iloSciowych systemu
fosforylacji oksydacyjnej zaréwno w izolo-
wanych mitochondriach, jak i calym mieSniu
szkieletowym i sercu, w tym: (1) wartoSci
strumienia (konsumpcja tlenu VO,, produk-
cja ATP) oraz stezefn rozmaitych metabolitow
(ADP, ATP, P, PCr, Cr, NADH/NAD", cyt.c*/
cyt.c¥, cyta?/cytas’’, Ap, O,) w roznych sta-
nach stacjonarnych narzuconych przez rézne
zapotrzebowanie na energic (ATP) oraz ste-
zenie tlenu; (2) zmiany w czasie strumienia
oraz stezen metabolitow podczas przejsScia
z jednego stanu stacjonarnego do drugiego
(przejscie od spoczynku do pracy mechanicz-
nej, przejScie od nasycajacego stezenia tlenu
do anaerobiozy); (3) wartoSci wspolczynni-
kéw kontroli strumienia®? (ang. flux control
coefficients), wyznaczone w obrebie Analizy
Kontroli Metabolicznej (ang. Metabolic Con-
trol Analysis) (KACSER i BURNS 1973, HEINRICH
i RAPAPORT 1974), stanowiace iloSciowa mia-
r¢ kontroli sprawowanej przez poszczegol-
ne enzymy/procesy/bloki metaboliczne nad
strumieniem konsumpgcji tlenu w réznych
stanach stacjonarnych; (4) zaleznoSci szyb-
kosci oddychania od stezef/aktywnoSci po-
szczegllnych enzyméw otrzymane poprzez
miareczkowanie tych enzymow przy uzyciu
specyficznych inhibitoré6w  (KORZENIEWSKI
i MAZAT 1996).

REGULACJA FOSFORYLACJT OKSYDACYJNEJ W MIESNIU SZKIELETOWYM I SERCU PRZY
ZMIENIAJACYM SIE ZAPOTRZEBOWANIU NA ENERGIE

Przy przejSciu ze stanu spoczynku do in-
tensywnego wysitku zuzycie ATP w mieSniach
szkieletowych ssakOw moze wzrosna¢ nawet
100-krotnie (w mieSniach skrzydel owadow
nawet 600-krotnie). Szybkos¢ produkcji ATP
musi zosta¢ w krotkim czasie dostosowana
do szybkosci zuzycia tego zwiazku’, w prze-
ciwnym razie dosztoby do wyczerpania ATP,
ustania pracy komorki mieSniowej lub na-

wet jej Smierci. Trzy procesy odpowiadaja
za produkcje ATP w komorce mi¢Snia szkie-
letowego. Reakcja katalizowana przez Kina-
z¢ kreatynowa moze przejSciowo dostarczac
ATP w poczatkowej fazie wysitku poprzez
przeniesienie grupy fosforanowej z fosfokre-
atyny (PCr) na ADP (odbywa si¢ to kosztem
spadku stezenia PCr; poréwnaj Ryc. 4-0).
Glikoliza beztlenowa stanowi istotne Zrodto

2Wspotczynnik kontroli strumienia definiowany jest jako:

Cé, =(d']/J)/(dEi/Ei)

gdzie CZ, oznacza wspotczynnik kontroli strumienia dla enzymu E, w odniesieniu do strumienia J, a dJ/J oznacza
wzgledna zmiane strumienia J spowodowana mata wzgledna zmiane stezenia/aktywnosci enzymu E, - dE/E,.

W pracujacym miesniu szkieletowym ok. 70% ATP zuzywane jest na prac¢ mechaniczna (ATPaza aktomiozy-
nowa), a ok. 30% na transport jonow wapnia do cystern retikulum sarkoplazmatycznego wbrew gradientowi
stezen; uwolnienie jonOw wapnia z tych cystern do cytoplazmy stanowi sygnat do skurczu mi¢Snia — powoduje
wzajemne przesuwanie si¢ wobec siebie filamentow aktyny i miozyny; aby nastapit rozkurcz komorki miesnio-
wej jony wapnia musza by¢ z powrotem pobrane do retikulum sarkoplazmatycznego; pracujacy migsien z regu-

ly naprzemiennie kurczy si¢ i rozkurcza.
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ATP przy krotkotrwalym, bardzo intensyw-
nym wysitku; jej produkt, mleczan, prowadzi
do postepujacego zakwaszenia miesSni oraz
krwi i dlatego ten sposob produkcji ATP jest
ograniczony w czasie. Glownym producen-
tem ATP w wieckszoSci miesni szkieletowych
(przynajmniej u cztowieka) w wiekszosci wa-
runkow jest fosforylacja oksydacyjna.

Trzy gltébwne mechanizmy odpowiedzial-
ne za dostosowanie szybkosci produkcji ATP
przez fosforylacje oksydacyjna do biezacej
szybkoSci zuzycia ATP (zapotrzebowania na
energie) zostaly zaproponowane w literatu-
rze naukowej. W latach 50. CHANCE i WIL-
LIAMS (1956) odkryli, ze fosforylacja oksy-
dacyjna (konsumpcja tlenu) w izolowanych
mitochondriach aktywowana jest przez ADP
i ze zalezno$S¢ pomiedzy stezeniem ADP
i szybkoScia oddychania jest w przyblizeniu
hiperboliczna (zgodna z kinetyka Michaelisa-
-Menten); stezenie ADP potrzebne do osia-
gniecia szybkoSci oddychania réwnej poto-
wie szybkoSci maksymalnej (czyli stala po-
lowicznej aktywacji K .)* wynosi okoto 30
uM, co miesci sie w fizjologicznym zakresie
stezen ADP. Naturalnym zatem wydawalo si¢
przypuszczenie, ze wzrost zapotrzebowania
na energi¢ (np. aktywacja zuzycia ATP przez
jony wapnia podczas przejScia od spoczynku
do wysitku w miesniu szkieletowym) powo-
duje wzmozong hydrolize ATP do ADP (i P),
za§ wzrost stezenia ADP aktywuje, na zasa-
dzie sprz¢zenia zwrotnego ujemnego, proces
syntezy ATP przez fosforylacje oksydacyjna.
Mechanizm ten mozna nazwac ,aktywacja
wyjscia” (ang. output activation), jako ze bez-
posredniej aktywacji (np. przez jony wap-
nia) ulega jedynie ,wyjScie” uktadu — zuzycie
ATP. Mechanizm ten jest przedstawiony sche-
matycznie na Ryc. 2a (,X” na Ryc. 2 oznacza
zewnetrzny czynnik/mechanizm, na przyktad
jony wapnia, aktywujacy rozmaite elementy
omawianego uktadu).

Odkrycie aktywacji przez jony wapnia in
vitro trzech ,kluczowych” (posiadajacych naj-
wicksza kontrole nad strumieniem metaboli-
tow) dehydrogenaz cyklu Krebsa (dehydro-
genazy pirogronianu, izocytrynianu i o-keto-
glutaranu) sklonita szereg autorow (MCCOR-
MACK i wspotaut. 1990, HANSFORD 1980) do
zaproponowania mechanizmu, ktory mozna
nazwac ,aktywacja wejScia/wyjScia” (ang. in-
put/output activation). Zgodnie z tym me-
chanizmem jedynie wejsScie uktadu fosforyla-

a. aktywacja wyjscia

\4
zuzycie ATP

—>» NADH —» —» —» ATP

produkcja NADH poszczegodlne etapy
fosforylacji oksydacyjnej :
A Q

L T

sprzezenie Zwrotne.
ujemne (przez [ADP])

b. aktywacja wejscia/wyjscia

v
——» NADH —» —» —» ATP
produkcja NADH poszczegolne etapy
fosforylacji oksydacyjnej

zuzycie ATP

c. aktywacja wszystkich etapow

{

v
—>» NADH -
produkcja NADH poszczegdine etapy

fosforylacji oksydatywnej

zuzycie ATP

Ryc. 2. Schematyczna prezentacja trzech glow-
nych mechanizméw odpowiedzialnych za do-
stosowanie szykoSci produkcji ATP do biezace-
go zapotrzebowania na energi¢ zaproponowa-
nych w literaturze.

X, zewnetrzny efektor (np. jony wapnia) aktywujacy
bezposrednio rozmaite elementy ukladu energetycz-
nego komorki.

cji oksydacyjnej (produkcja NADH, czyli de-
hydrogenacja substratowa) oraz jego wyjscie
(zuzycie ATP) sa aktywowane bezposrednio
podczas wzmozonego zapotrzebowania na
energi¢, podczas gdy sama fosforylacja oksy-
dacyjna jest aktywowana jedynie poSrednio,
poprzez wzrost w [ADP] i [NADH]. Mecha-
nizm aktywacji wejScia/wyjScia przedstawio-
ny jest na Ryc. 2b.

Wreszcie, badania teoretyczne przy uzy-
ciu omawianego dynamicznego modelu kom-
puterowego fosforylacji oksydacyjnej silnie
sugeruja, ze jedynie bezposrednia aktywacja,
przez jakis ciagle nie odkryty cytoplazmatycz-

“W przypadku catych mitochondriéw poprawniej jest moéwic o statej potowicznej aktywacji (K ), niz o statej

Michaelisa-Menten (K ).
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ny czynnik/mechanizm, catego ukladu fosfo-
rylacji oksydacyjnej w ogolnoSci, a wszyst-
kich jego elementow (kompleksow I, III i IV,
syntazy ATP, noSnikow ATP/ADP oraz fosfo-
ranu) w szczegolnoSci, moze wyjasni¢ roz-
maite wlaSciwosci tego ukladu obserwowane
w calym mies$niu szkieletowym w warunkach
fizjologicznych (KORZENIEWSKI 1998, 2001,
2003). Mechanizm ten, nazwany roéwnolegla
aktywacja (ang. parallel activation), lub akty-
wacja kazdego etapu (ang. each-step activa-
tion) przedstawiony jest na Ryc. 2c.

Jakie iloSciowe i jakoSciowe argumenty
przemawiaja za tym ostatnim mechanizmem?
Po pierwsze, fenomenologiczna zaleznos¢
VO,/[ADP] w calym mieSniu szkieletowym
jest w wickszoSci wypadkow znacznie bar-
dziej stroma, niz w izolowanych mitochon-
driach. Oznacza to, ze w tym pierwszym
przypadku wzgledne (procentowe lub  krot-
noSciowe”) zmiany w szybkoSci oddychania,
towarzyszace danym konkretnym wzglednym
zmianom w stezeniu ADP, sa znacznie wick-
sze, niz w drugim przypadku. Jak to bylo
wspomniane powyzej, w izolowanych mito-
chondriach eksperymenty pokazuja z reguly
hiperboliczna zaleznos¢ szybkoSci oddycha-
nia od [ADP]; oznacza to, ze zaleznoS¢ ta
jest w najlepszym razie (przy stezeniach ADP
znacznie nizszych niz K ) liniowa (pierw-
szego rzedu). Wynika z tego, ze, powiedzmy,
S5-krotny wzrost stezenia ADP powoduje co
najwyzej 5-krotny wzrost szybkosci oddycha-
nia. W calym miesSniu szkieletowym w wa-
runkach fizjologicznych 2-5-krotnemu wzro-
stowi [ADP] towarzyszy, w typowym przy-
padku, 10-60-krotny wzrost szybkosci oddy-
chania (HOCHACHKA 1994, DUDLEY i wspotaut.
1987, JENESON i wspoétaut. 1996). Omawiang
roznice w nachyleniu fenomenologicznej za-
leznosci VO,/[ADP] pomiedzy izolowanymi
mitochondriami i calym miesniem szkieleto-
wym przedstawia schematycznie Ryc. 3.

Po drugie, maksymalna szybkos¢ oddycha-
nia, w przeliczeniu na iloS¢ mitochondriow,
jest 2-4-krotnie wicksza w miesSniu szkiele-
towym niz w izolowanych mitochondriach
(TONKONOGI i SAHLIN 1997). Te réznice takze
obrazuje Ryc. 3. Omawiane wtasciwosci fos-
forylacji oksydacyjnej w calym mieSniu szkie-
letowym mozna tatwo wytlumaczy¢ przy
pomocy mechanizmu rownoleglej aktywacji
— pokazuja to odpowiednie symulacje kom-
puterowe.
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Ryc. 3. Schematyczna prezentacja roznic w fe-
nomenologicznej zaleznosci pomie¢dzy VO,
i [ADP] w izolowanych mitochondriach i w ca-
lym miesniu szkieletowym.

Po trzecie, wzrost w intensywnosci row-
nolegtej aktywacji jest w stanie wytlumaczyc
wplyw treningu na kinetyczne wlasciwosci
fosforylacji oksydacyjnej. Trening mi¢sSnia po-
woduje iloSciowa zmian¢ co najmniej dwoch
wlaSciwosci: potowicznego czasu przejScia
szybkoSci oddychania po rozpoczeciu wysit-
ku (t, /2) i homeostazy stosunku ATP/ADP>. Po
rozpoczeciu wysitku konsumpcja tlenu przez
miesien rosnie w sposoéb zblizony do ekspo-
nencjalnego. Mozna okresli¢ czas potrzebny
na osiagniecie przez VO, polowy jej warto-
Sci docelowej (przy danej intensywnosSci wy-
sitku) — jest to wlasnie czas polowicznego
przejscia t, ,. Otoz, trening mig¢snia powodu-
je znaczace skrocenie tego czasu (HICKSON
i wspotaut. 1978, HAGBERG i wspotaut. 1980,
PHILLIPS i wspotaut. 1995). Trening powoduje
takze wzrost homeostazy ATP/ADP — mniej-
sze zmiany w tym stosunku podczas przej-
Scia od spoczynku do wysitku maja miejsce
W mieSniu wytrenowanym, nhiz w miesniu
nie wytrenowanym przy tej samej intensyw-
noSci wysitku (i, co za tym idzie, konsumpcji
tlenu) (CLARK i wspotaut. 1988, CONSTABLE
i wspotaut. 1987, DUDLEY i wspotaut. 1987).
IloSciowa analiza danych eksperymentalnych
prowadzi do wniosku, ze o ile skrocenie
t,, moze by¢ wytlumaczone zarOwno przez
wzrost iloSci mitochondriow spowodowany
treningiem, co zostalo stwierdzone dos$wiad-
czalnie (HOLLOSzZY 1967, HOPPELER i FLUCK
2003), jak i przez wzrost intensywnosci row-
nolegtej aktywacji, to za zwi¢kszenie home-
ostazy ATP/ADP moze odpowiadac¢ jedynie
ten ostatni mechanizm (KORZENIEWSKI i ZO-
LADZ 2003).

°A co za tym idzie — potencjatu fosforylacyjnego: miernika iloSci energii wyzwalanej przy hydrolizie ATP, propor-

cjonalnego do logarytmu z [ATP]/([ADP][P D).
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Kinetyczne wlasciwosci fosforylacji oksy-
dacyjnej w miesSniach szkieletowych wyka-
zuja duze zréznicowanie w zaleznoSci od
typu miesnia i warunkéw doswiadczalnych.
W miesSniach glikolitycznych (o stosunko-
wo wiekszym udziale glikolizy beztlenowej
w produkcji ATP, ale ciagle ze znacznym
udzialem fosforylacji oksydacyjnej), mie-
$niach stymulowanych do skurczu elektrycz-
nie i miesniach perfundowanych (w ktérych
zamiast normalnej krwi tlen i substraty od-
dechowe dostarczane sa za pomoca Sztucz-
nie pompowanego medium perfuzyjnego)
daje sie zauwazyC tendencja do trzech wta-
sciwosci: (1) fenomenologiczna zalezno$¢
VO,/[ADP] (lub VO,/[PCr]) ma stosunkowo
mate nachylenie, jest malo stroma; (2) czas
polowicznego przejscia t, P dla VO, i [PCr]
po rozpoczeciu wysitku oraz po jego zakon-
czeniu w czasie odnowy (ang. recovery) mie-
$nia jest stosunkowo dlugi (powyzej 1 minu-
ty); (3) wystepuje symetria pomiedzy t,, dla
PCr pomiedzy przejSciem od spoczynku do
wysitku i od wysitku do spoczynku - w obu
przypadkach t, , ma taka sama wartoSC. Taki
zestaw wlasciwosci mozna otrzymaé w symu-
lacjach komputerowych przy zatozeniu, ze
nie ma zadnej bezpoSredniej aktywacji fos-
forylacji oksydacyjnej (a wiec stosowany jest
mechanizm aktywacji wyjScia) (KORZENIEW-
SKI 2003). Pokazuje to Ryc. 4, gdzie w czasie
wysitku VO, wzrasta jedynie 7-krotnie przy
spadku [PCr] do okoto 11 mM, t, 12 dla VO,
i [PCr] przy rozpoczeciu i po zakonczeniu
wysitku wynosi 84 s i jest jednakowy w obu
tych przypadkach. Z drugiej strony, w mie-
Sniach oksydacyjnych (w ktorych glikoliza
beztlenowa odgrywa marginalna role) w wa-

runkach fizjologicznych (mi¢Snie stymulo-
wane neuronalnie, mieSnie in vivo, nie per-
fundowane) mozna zaobserwowac tendencje
do wspotwystepowania przeciwnych wiasci-
wosci kinetycznych: (1) fenomenologiczna
zaleznos¢ VO, /[ADP] (ub VO,/[PCr]) jest
stroma; (2) czas polowicznego przejscia t, P
dla VO, i [PCr] po rozpoczeciu wysitku oraz
po jego zakonczeniu jest krotki (zdecydowa-
nie ponizej 1 minuty); (3) wystepuje asyme-
tria pomiedzy t,, dla PCr podczas przejScia
od spoczynku do wysitku i od wysitku do
spoczynku — w tym ostatnim przypadku ¢, ,
moze by¢ zdecydowanie dluzszy. Symulacje
komputerowe przewiduja tego typu zacho-
wanie ukladu jedynie w warunkach inten-
sywnej rownoleglej aktywacji (KORZENIEWSKI
2003), co pokazuje Ryc. 5. W tym przypadku
szybkos¢ oddychania wzrasta 20-krotnie przy
spadku [PCr] do 11 mM, potowiczny czas
przejscia dla VO, i [PCr] przy rozpoczeciu
i zakonczeniu wysitku wynosi znacznie po-
nizej 60 s, a t, dla [PCr] jest znacznie krot-
szy po rozpoczeciu wysitku (25 s), niz po
jego zakonczeniu (40 s), co wynika z faktu,
ze mitochondria sa bardziej aktywne (w wy-
niku rownoleglej aktywacji) w czasie wysil-
ku, niz po jego zakoficzeniu. W niektorych
przypadkach w czasie odnowy miesnia po
wysitku wystepuje tak zwany ,nadstrzal” PCr
(ang. PCr overshoot) — stezenie fosfokreaty-
ny wzrasta od poziomu wysitkowego nawet
powyzej poziomu spoczynkowego, by potem
stopniowo wroci¢ do tego poziomu (KUSH-
MERICK i wspotatt. 1992, SAHLIN i wspotaut.
1997). Jedynym znanym mozliwym wyjasnie-
niem tego zjawiska zaproponowanym w lite-
raturze jest hipoteza, ze bezposSrednia aktywa-

VO, (jednostki umowne)

spocEyvel

Q 2

czas (minuty)

Ryc. 4. Symulowane przebiegi czasowe [PCr], [P] i VO, podczas przejScia spoczynek-praca i pra-
ca-spoczynek (odnowa), przy braku rownolegtej aktywacji. VO, wyrazone jako wielokrotnosc spo-

czynkowego VO,
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Ryc. 5. Symulowane przebiegi czasowe [PCr], [P,] i VO, podczas przejScia spoczynek-praca i pra-
ca-spoczynek (odnowa), w obecnoSci intensywnej rownolegtej aktywacji w czasie pracy, ktora
to aktywacja zanika szybko po ustaniu pracy. VO, wyrazone jako wielokrotnos¢ spoczynkowego

VO,
cja fosforylacji oksydacyjnej nie jest wytacza-
na natychmiast po zakonczeniu wysitku, lecz
zanika stopniowo w sposob eksponencjalny
(KORZENIEWSKI 2003). Symulacja kompute-
rowa przeprowadzona przy uwzglednieniu
tego zalozenia przedstawiona jest na Ryc. 6.
Bardzo ciekawa sytuacja panuje w przy-
padku kinetycznej charakterystyki fosforylacji
oksydacyjnej w mieSniu sercowym in vivo.
5-krotnemu wzrostowi w intensywnosci pra-
cy i konsumpgji tlenu nie towarzysza tutaj
praktycznie zadne zmiany w stezeniu ADP,
ATP, PCr, Cr, P, i NADH (BALABAN i wspot
aut. 1986, KATZ i wspotaut. 1989, HEINEMAN
i BALABAN 1993). Mozna to wytlumaczy¢ przy
zatlozeniu, ze wszystkie elementy uktadu (zu-
zycie ATP, produkcja NADH i poszczegolne

enzymy fosforylacji oksydacyjnej) aktywo-
wane sa w dokladnie tym samym stopniu
(KORZENIEWSKI i wspotaut. 2005). Z drugiej
strony, zmiany w st¢zeniach metabolitow
w sercu perfundowanym sa znaczne (FROM
i wspotaut. 1990). Wydaje si¢ zatem, ze row-
nolegla aktywacja w sercu jest rOwnie czula
na warunki doSwiadczalne, jak w mieSniu
szkieletowym.

Podsumowujac, modelowanie kompu-
terowe szlakOw metabolicznych umozliwia
udowodnienie, w pewnym zakresie, tezy fi-
lozoficznej — redukcjonizmu, mowiacej, ze
cechy uktadu na wyzszym poziomie w hie-
rarchii ztozonoSci wylaniaja si¢ z interakcji
elementdw na nizszym poziomie hierarchii.
W przypadku modelu fosforylacji oksydacyj-
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Ryc. 6. Symulowane przebiegi czasowe [PCr], [P] i VO, podczas przejscia spoczynek-praca i pra-
ca-spoczynek (odnowa), w obecnoSci intensywnej rownoleglej aktywacji w czasie pracy, ktora
to aktywacja powoli zanika po ustaniu pracy. VO, wyrazone jako wielokrotnos¢ spoczynkowego

VO

2



172

BERNARD KORZENIEWSKI

nej w miesniu mozliwe jest wyprowadzenie
z wlasciwosci elementow (kinetyki poszcze-
g0lnych enzymoOw, rOwnoleglej aktywacji) na
nizszym (biochemicznym) poziomie organi-
zacji — cech ukladu na wyzszym (komorko-
wym, fizjologicznym) poziomie organizacji,
do ktorych naleza: (1) male zmiany w steze-
niach metabolitow, ktorym towarzysza duze
zmiany w strumieniu (szybkoSci oddychania,
produkcji/konsumpcji ATP); (2) duza aktyw-
nos¢ fosforylacji oksydacyjnej in vivo; (3)
indukowana przez trening adaptacja fosfo-
rylacji oksydacyjnej do wysitku fizycznego;
(4) asymetria w kinetyce zmian w [PCr] na
poczatku wysitku i po jego zakonczeniu; (5)
,nadstrzal” PCr w czasie odnowy mi¢s$nia po
zakonczeniu wysiltku; (6) duza ré6znorodnos¢
kinetycznych wlasciwosci fosforylacji oksy-
dacyjnej w roznych mieSniach i rozmaitych
warunkach doSwiadczalnych. Ogolnie rzecz
biorac, koncepcja rownoleglej aktywacji, tak
jak dobra teoria fizyczna, pozwala na wyja-
$nienie wielu, pozornie ze soba niezwiaza-
nych zjawisk.

Cytoplazmatyczny czynnik/mechanizm
odpowiedzialny za réwnolegla aktywacje po-
szczegoOlnych enzymoéw fosforylacji oksyda-
cyjnej podczas zwickszonego zapotrzebowa-
nia na energi¢ nie zostal jeszcze odkryty na
drodze doswiadczalnej, chociaz niektore po-
szlaki wskazuja na udzial jonOw wapnia oraz,
by¢ moze, hormonow. Zostalo zaproponowa-
ne, ze, by¢ moze, poszukiwanym czynnikiem
jest czestotliwoS¢ oscylacji stezenia jonow
Ca** w komorce, ktora zostaje zintegrowana
przez jakie$ biatlko powodujace, na przyklad,
fosforylacje poszczegllnych enzymoéw fos-
forylacji oksydacyjnej (KORZENIEWSKI 2001).
Tak czy owak, przewidywania teoretyczne
moga stac¢ si¢ silnym bodZcem do podjecia
badan doSwiadczalnych ukierunkowanych na
odkrycie natury tego czynnika/mechanizmu.
Bez wzgledu na to, czy koncepcja rownole-
glej aktywacji znajdzie ostatecznie potwier-
dzenie eksperymentalne, wyraznie ukazuje
ona problem badawczy i jedna z mozliwych
drog jego rozwiazania.

WNIOSKI

Omawiane badania teoretyczne przy uzy-
ciu dynamicznego modelu komputerowego
w miesSniu szkieletowym i sercu demonstruja
uzyteczno$¢ iloSciowych modeli szlakow me-
tabolicznych dla lepszego zrozumienia funk-
cjonowania i regulacji tych szlakow. Dobrze
przetestowane modele daja wglad w sposob,
w jaki ze wspoldzialania elementéw na po-
ziomie mikroskopowym wylania si¢ makro-
skopowe zachowanie catego uktadu; ponie-
waz ludzki mozg nie jest przystosowany do
integracji duzej liczby danych iloSciowych,
komputer staje si¢ tu niezbednym narze-
dziem. W koncu, symulacje komputerowe

pokazuja, iz takze w ukladach biologicznych
mozliwe jest przewidywanie (a przynajmniej
podjecie proby przewidywania) istnienia no-
wych, wciaz jeszcze nie odkrytych na drodze
doswiadczalnej fenomenow.

Ogolnie rzecz biorac, do pelnego zrozu-
mienia dynamicznych i iloSciowych aspek-
tOw metabolizmu komorki nie wystarczy
znajomosS¢ zestawu genow (genomika) oraz
biatek (proteomika) danego organizmu. Nie-
zbedna jest jeszcze integracja wlaSciwosci ki-
netycznych poszczegolnych elementow ukla-
du metabolicznego (metabolomika lub inte-
gromika).

COMPUTER MODELLING OF REGULATION OF OXIDATIVE PHOSPHORYLATION

Summary

Quantitative description of complex biological
systems is presented using as an example a dynam-
ic computer model of oxidative phosphorylation in
mitochondria. Theoretical studies concerning the
regulation of this process in response to varying en-

ergy demand in intact skeletal muscles and heart are
discussed. Computer simulations demonstrate that it
is possible to predict theoretically, at least to try to,
the existence of completely new phenomena in bio-
logical systems.
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