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WYZNACZANIE PARAMETROW POWINOWACTWA I ALLOSTERII
BIALEK ODDECHOWYCH

Powinowactwo tlenowe biatek oddechowych charakteryzujg trzy para-
metry: Pgq, 0 i K. Wymienione parametry wyznacza sie 2z tzw. krzywej
dysocjacji tlenowej (réwnanie Hilla), sporzadzonej najczesciej metoda
spektrofotometryczng.

Wiasciwosci allosteryczne barwnikéw pordéwnuje sie przez dopasowa—
nie do modelu MWC. Z wspommianej krzywej dysocjacji wyznacza sie do-
datkowe parametry: PSOT‘ PSOR' KT’ KR’ ktdére to tacznie z statg al-
losteryczng (L) okreslaja wtasciwodci allosteryczne barwnika,

Do wykonania wspomnianych obliczen sporzgdzono program, wspéipra-

cujacy z mikrokomputerem Amstrad CPC 464,

1. WSTEP

Najwazniejsza funkcjg biatek oddechowych, z kiologiczneoo
punktu widzenia, jest ich zdolno$é do odwracalneqgo wigzania tle-
nu. Reakcji tej towarzyszy, lub nie, utlenienie metalu [4, 11],

Tlen wigze sie z metalem w centrum aktywnym biatka w posta-
ci czesteczkowej, rodnika ponadtlenkowego lub anionu nadtlenko-
wego (0%‘). Wraz z przytaczeniem tlenu obserwowano zmiany ksztat-
tu czasteczki biatkowej (pulsujaca czasteczka) i jej wtadciwoéci
fizykochemicznych [11, 15 ]

Obok transportu tlenu, biatka oddechowe przenosza z tkanek do
miejsc wymiany (np. ptuc), niewielkie ilodci CO, w forrie kar-
baminianéw [10 ].

[113]
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W warunkach in vivo, o ilosci tlenu, ktére barwnik moze prze-
nieéé w okredlonym czasie, decyduja: a) stezenie btialtka , b) po-
winowactwo tlenowe, c¢) szybko$é przeptywu krwi (hemolimfy) przez
tkanki.

Obok powinowactwa tlenowego (oxygen affinity), charakreryzu-
jacym sam barwnik, pojemnogé tlenowa (oxygen carrina capacity) -
okredla nam ilogci tlenu, ktdérag moze nieéé barwnik we krwi.

Dla przyktadu 1 g hemoclobiny Ztaczy sig 2z 1,34 cm3 tlenu (w
przeliczeniu na hem), a 1 g hemocyjaniny wiaze tylko 0,75 cm3
tlenu.

Powinowactwo tlenowe biatek oddechowych charakteryzuja trzy
parametry: pgq (pso, »lgp . 1g Pgo 1 Pm) tj. czastkowe ci-
$nienie tlenu, prazy kt6r§% polo&a biatka jest wysycona tlenem
(forma oksy), K - stata réwnowagi oraz n - wyktadnik potgaowy
réwnania Hilla. W 1910 r. Hill ustalil} na drodze eksperymental-
nej, ze zalezno$é pomigedzy utlenowaniem hemoglobiny, tj. procen-
tem barwnika zwigzanego z tlenem (Y), a cidnieniem parcjalnym tle-
nu (poz) opisuje réwnanie:

guzie: Ka - stata asocjacji.

Krzywe powinowactwa tlenowego maja przebieg hiperboliczny badZ
sigmoidalny. Monomeryczne (jednodomenowe) biatka oddechowe cha-
rakteryzujg sie krzywymi hiperbolicznymi o nachyleniu n = 1,

Krzywe sigmoidalne o nachyleniu n > 1(1 - 6) charakteryzujg
biatka polimeryczne (wielodomenowe).

Sigmoidalnogé krzywych dysocjacji ttumaczy kooperatywnosé, tj.
wradciwos$é polegajgca na tym, ze przylaczenie czasteczki ligandu
(substratu), np. tlenu do pierwszego miejsca wigzacego w kiatku,
zmienia powinowactwo wigzania dalszych czasteczek tego samego li-
gandu w pozostatych niepodstawicnych miejscach. W takim to przy-
padku, nieznaczne zwigkszenie stezenia substratu spowoduje zna-
czace zwiekszenie lub zmniejszenie szybkosci reakcji.

Wigkszoéé biatek oddechowych wigzac ligand (tlen), zmienia
takie swoja konforracje (pulsujgca czasteczka). Biatka, ktére w
wyniku przy*aczenia ligandu (niskoczasteczkoweao zwigzku, jonu),
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majaceqo charakter substratu, aktywatora, inhikitora, w innym
niejscu niz centrum aktywne - (allos-inny), zmieniaja swéj ksztait
(radunek elektryczny ), nazwano bialkari allosterycznymi, a samo
zjawisko allosteriq.

Nalezy pamietaé, ze allosteria nie zawsze towarzyszy zjawi-
sku kooperatywnosci.

Allosteria jest zjawiskiem powszechnymr i wigze sie nie tylko
z utlenowaniem, ale przede wszystkim 2z kataliza biologiczng (en-
zymy) i wieloma innymi procesami (przepuszczalno$é bton,  przeno-
szenie energii, bodZcéw nerwowych 1tp.) [107].

Efektory (moderatory) allosteryczne zmieniaja nie tylko
ksztalt czasteczki biatkowej, ale réwniez powinowactwo miejsc
wigzacych do ligandéw. Tym samym wykres zaleznosci : szybkogci
reakcji (v) od stezenia substratu [s], w obecnogci moderatoréw zo-
staje przesuniety wzdiuz osi x (stezenie substratu).

Zawsze w obecnogci noderatoréw przy zachowanym stalym steze-
niu substratu w komérce, szybko$é reakcji (v) ulega zmianie. Kie-
dy efektor allosteryczny dziata na biatko (enzym) w innym miejscu
niz miejsce katalityczne (wiazanie substratu), méwimy o efekcie
heterotropowym, Kiedy sam substrat, wigzac sig z miejscem aktyw-
nym biatka, zmienia jego konformacje¢ ~ mamy efekt homotropowy.

Efekt homotropowy odnosi sie do allosterycznej interakcji
pomiedzy biatkiem a identycznymi ligandami (substratem). Nato-
miast efekt heterotropowy to wigzanie réznych liganddw, ti. . co
najmniej dwéch (w tym zawsze substratu).

Dla reakcji enzymatycznych o przebiegu hiperholicznym, réwna-
nie Michaelisa-Mentena pozwala okliczyé o ile nalezy zwigkszydé
stezenie substratu [s], aby spowodowaé okreslony przyrost (V) szy-
bkogci reakcji, tj.

Vm[s] -

<I<

gdzie: K - stata Michaelisa odpowiadajgca stezeniu substratu
[s]so , przy ktérym szybkogé reakcji v wynosi 1/2 szyb-
xo$ci maksymalnej (1/2 Vm).

Wszelkie reakcje o przebiegu sigmoidalnym opisuje rdéwnanie
Hilla, wyprowadzone ponizej.
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Przyjmujac z zatozenia, ze czasteczka biatka (B) ziozona
jest z n pocjednostek, z ktérych kazda zdolna jest do przyiacze-
nia jednej czasteczki substratu (ligandu) (s) mozemy zapisad:

B+nsg+«~B (s)n
B(s),~~B+ns
Stata dysocjacji (Kd) rozpadu zligandowanej formy bLiatka

(B(s)n) to:

L O
4 [8(s),]

Frakcja (ilo$é) bialka zwigzanego z ligandem (B(s)n) réwna
sie stezeniu kompleksu [Bsn] podzielonemu przez catkowite steze-
nie biatka (suma form zligandowanej i niezligandowanej bialka).

[Bs,J

—_—

Y =
[(B)+[Bs ]

Podstawiajac w powyzszym wyrazeniu za: [Bs ] nastepujaca
zalezno$é: [Bs ] = [B][s]n/xd otrzymujemy:

[s]”

Ry *+ (2T

Réwnanie Hilla jest identyczne 2z réwnaniem Michaelisa-Men-
tena wyjawszy stezenie ligandu (substratu) podniesionego do po-
tegi - n.

Kiedy n (liczba miejsc wigzacych) wynosi 1 (mioqlobina),
réwnanie Hilla staje sig identyczne 2 réwnaniem Michaelisa-Men-
tena.

Catkowita liczbe miejsc wiazacych nmozna wyliczyé z zalezno-
gcis
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()" = vy xy+ v [s] ‘

Ll
e o d
[s] 1 - Y

Po zlogarytmowaniu otrzymujemy:

Y
lg i igrn Rl lg [s] - 1g K4

Zaréwno Kd i n. sa statymi, tak wiec wykreélenie zalezno-
$ci

-

X
lg 7——5 od 1g [s]

powinno daé linig prosta 2z nachyleniem (d) réwnyvm: n i przecie-
ciem: - 1g Ky (wykres Hilla).

Tym samym z prostej regresji ZIatwo mozna wyznaczyé parame-
try powinowactwa (rys. 1) [5, 6, 161

Wartos¢ doswiadczalna: n dla hemoglobiny ludzkiej wynosi:
2,8. Hemoglobina czlowieka nie wigze tlenu Cligandu) wg modelu
Hilla. W skiad Hb wchodzg 4 podjednostki, kazda z jednym miej-
scem wigzacyn. (hem), tzn. n = 4. 32 powyzszego wynika, ze wykta-
dnika potggowego - n, ustalonego na podstawie nachylenia prostej
regresji (tg &), nie mozna utozsamiaé z catkowita iloscig miejsc
wigzacych tlen w czasteczce biatka. Celem odréznienia ilosci
miejsc wigzacych (tg o), od catkowitej, czesto uzywamy symbolu
n 2z inaeksem, tj. np (ilog¢ "pozorna"),

Krzywe powinowactwa tlenowego wyznacza sie najczeéciej me-
toda spektrofotometryczng wg Asakury 2z ewentualnymi modyfikacja-
mi [1, 6]. Mozna w tym celu wykorzystaé réwniez aparature  ko-
mercyjng [8]. Craficznym obrazem logarytmicznej postaci rdéwnania
Hilla jest linia prosta wyznaczona m. in. metoda najmniejszych
kwadratéw. Nachylenie tej prostej (tg &), to wartodé n (np),
jej przecigcie z osig odcietych - Pgor @ przecigcie 2z osia réed-
nych - K.

Wysokie powincwactwo biaitek oddechowych do tlenu, dharéktery-'
zujg niskie wartosci Pggr @ niskie powinowactwo - duze waftoéci

P5p*
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Stosunek stezer substratéw warunkujgcych osiggnigcie 90% Vm
oraz 10% v , tj. [3]90/[8310 = R, nazwano indeksem kooperatywno-
gci (R). Po podstawieniu do réwnani ogdélnych Michaelisa oraz Hil-

la: v=0,1 Vm i v=10,9 Vm otrzymujemy:

n 1 lgR
R= V8l i —=

n lg 81

lub
lg 81
n =
[s1y

‘9 [slio

Im wigksza wartoéé wspéiczynnika Hilla - n, tym wigksza czu-
to$¢é enzymu (biatka) na zmiany steied substratu. Przy n = 4,
zmiana 9 krotna szybkogci maksymalnej (z 10% do 90%) zostaje | o=
siggnieta w wyniku trzykrotnego wzrostu stezenia substratu (P =
=3), Gdy n =1, ten sam efekt zostaje osigoniety copiero przy
8l-krotnym wzroécie stezenia substratu (tab. 1) [16].

Tabela 1

Wartos$ci indeksu R przy réznym n

n R
0,5 6561
1 81
2 9
3
4

Uwzgledniajac locarytmiczna postaé rdwnania Hilla

T 1.
lqvm—.—n"nl‘J[SJ lg K

Y
przy speinionym warunku 2 v = Ve i V- v s kiedy:



Wyznaczanie parametrdw powinowactwa i allogterii... 119

lg W"‘_,—v’ 0, to 1lg [¢]= 1g [5]50

Wobec powyzszego:
lg Kg = n 1g [s]s

wartodéé statej réwnowagi mozna réwniez wyliczyé ze wzoru:
n
kg = ([sJ59)

Po podstawieniu Ky = [ssojn, otrzymujemy nastepujaca  po-
staé¢ réwnania Hilla:

n
S

x [s]n i [550]n

Y

W przypadku bialek oddechowych stezenie substratu [s]), ke-
dacego gazem, wyrazié mozeny poprzez wartos$é jego ciénienia cza-
stkowego p (w mmHg 1lub Pa) [4]. wéweczas réwnanie Hilla ma po-
staé:

(po)"

Y =
(Poz)n " (Pso>n

b 0
e
Lo ¥ P50

X
lg 1 - v n lg p0, n lg Pgo

prosta regresji wykresu logarytmicznego . zawsze przecina os
rzednych przy warto$ciach mniejszych od zera. Tym samym wspét-
czynnik przesunigcia (wyraz wolny réwnania) jest wartoécia ujemna
[-lg K).
Obliczajac warto$ci stalych Ky 1lub K, musimy pamigtaé,

ze:



120 Rowan Gondko

- —

lg Ky = n lg ﬂPso]; Kq = [Pso]n

- = = - n
lg Ka n lg [P50]7 Ka [P5o]

W 1925 r, Adair opisal krzywg dysocjacji tlenowej nastgpujgcym
réwnaniem:

2 n i n
=(K1p +(n - DK Kp" + ...i(i)KlKZ...Kip + K Ky...K p

n 3
1+ nKp + .0 () KKye o Kyp

gdzie: n - liczba miejsc wiagzgcych tlen od i = 1 do n.
Kl - wewnetrzna stata rdéwnowagi asocjacji dla i-tego stop-
nia wigzania tlenu.

Dla ekstremalnych wartodci p otrzymano przyklizenia:

Y
lg v —y=nlgp+1gK, gdyp~0

lgg—g=nlgp+lgK, gdy p=es

wartos$ci K
szej asymptoty wykresu Hilla =z rzedng przy 1lg p = 0 (rys. L),

1 1K, mozna otrzymaé z przeciecia wyzszej i niz-

Na poziomie molekularnym funkcjonowanie biatek allosterycz-
nych objagnia model symetryczny MWC lub wielostopniowy model sek-
wencyjny Fay s a3l

W modelu MWC przyjeto, iz w trakcie przytgczenia ligandu, sy-
metria czasteczki biatkowej nie ulega zmianie. 2Zmianie natomiast
ulega tylko konformacja biatka w jeden z dwéch mozliwych standw,
tj. T (niskie powinowactwo) lub R (wysokie powinowactwo).

Dla uproszczenia przyjeto, 2e w  oligomerze biatkowym, zlozo-
nym tylko z dwéch podjednostek, kazdy protomer jest identyczny i
ma jedano (i tylko jedno) miejsce wigzace licand. Zatem:

R-—-L T; L=[§]

R+ S «~—=RS
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Kip
T ¥ e—"78
A
Stopien kooperatywnogci warunkujg trzy state réwnowagi: L,

KR L KT. Stata réwnowagi L zwana statg allosteryczng, wskazuje
na prawdopodobieristwo wystepowania biatka w okreglonej konfor-
macji (R, T). W ukitadzie nie zawierajgcym substratu, réwnowaga
przesunigta jest na korzys$é formy T. Wigzanie substratu przesuwa
stan réwnowagi w stronge formy R.

Frakcje biatka 2zwigzanego z ligandem bagdZ substratem wyraza-
my w formie zapisu ogélnego:

e [liczba miejsc zwigzanych z ligandemi
[catkowita Ticzba miejsc wigzqcych

Dla biatka o n-liczbie miejsc wigzacych iloéé (utamek molo-
wy) biatka polaczona (wysycona) substratem wynosi:
_as( + aed)™? + 1ps(a + )™t
(1 +as)” + L(1 + ps)”

'

Inaczej:

Ke[s] (1 + KR[S])n-l + LKp[s] (1 + KT[B])n-l

- KR[s])n + L(1 + KT[s])n

Przyjmujac uproszczenie, ze ligand wiaze sie z bialkiem tyl-
ko w formie R (T nie wiaze), wéwczas K, =0, tj. p=0 i o-
trzymamy rdéwnanie:

e as(1 + )"t

L+ (1 +os)”

Inaczej:
.- X [s] + x[sH™? _ Kgs]

L+ (1 + KR[s])“ 1 + Kp[s]

Po jego przeksztalceniu i zlogarytmowaniu otrzymujemy:
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(1"sa P 5 1o{] & qo)id
L1 wag s AOTLT R

Y =
lg o lg

Stata allosteryczng obliczamy ze wzoru:

o- 1 1l +

R 1 =ole 1 +&c

gdzie: c = KT/KR okredgla rdéznice w powinowactwie stanu T i R.
«=Kls]= p0y/Pgopi Kp = 1/Pgops Ky = 1/Py,

Kiedy biatko w roztworze wystepuje tylko w formie R, to L
musi byé rdéwne zero. Wobec powyzszego przy nieskoriczenie duzych
wartodciach liczbowych L w poczatkowej fazie reakcji biatko (en-
zym) nie jest obecne w formie R.

Ligand wiazac sie z biatkiem w kompleks RS, powoduje, iz ste-
zenie formy R spada. Wdéwczas dla zachowania rdéwnowagi w uktadzie
forma T 2zostaje przetransponowana w R.

Kooperatywnos$é wigzania tlenu przez biatka oddechowe zmienia
sie wraz ze zmiang ci$nienia parcjalnego tlenu. W warunkach ni-
skiego ciénienia tlenu, biatko oligomeryczne (dimex, tetramer
itp.), posiada konformacje T, ktéra charakteryzuje niskie po-
winowactwo tlenowe. Przy wyzszym nasyceniu tlenem barwnik ma kon-
formacje R o© wysokim powinowactwie tlenowym [8, 12, 3]. w takim
przypadku krzywas wigzania tlenu jest ograniczona przez dwie a-
symptoty (najczedciej o nachyleniu rdéwnym 1), ktére zgodnie z mo-
delem MWC odpowiadajgq dwém stanom: T i R (rys. 1,

Przedstawiona na wykresie zaleznos¢é: 1lg 7 Z e Thcck la(p0,),

pozwala wyznaczyé nie tylko parametry utlenowania (tj. Pgqr nm’ K)
ale réwniez parametry allosterii (KT, Ky B) T A A

Arbitralnie powyzszy zakres podzielié mozna na 3 zakresv.
Kiedy Y < 10% (p*O), to réwnanie Hilla przyjmuje postad:

X oy
lg y—3 = n; 19 Py + 1lg K,

Drugi zakres mies$ci si¢ w przedziale: 25% < Y < 75% i wdéwczas:

Y
= ¥

1g 1 = 0o 1g Pgo + lg K



9Ty

B2

S N L

Rys. 1. Wykres Hilla

1g T‘E’Y = £ 1g PO,

g =
Ay =gy =0y 18 PO, + 18 Kpy Ay = Py,

81 = =lg KT

Y
A8 =%

A, =P B, = -lg K

=n, 1g PO2 + 1g K
50°

4
AgBy T-y=mn lg P02 + 1g KR

A B, = -1g K

3~ Psorr B3 R

; g o L
Hill’s plot: 1lg T-¥ f lg PO2
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Gdy vy > 90% (0,9) to:

lg

- = N3 19 Pgop + 19 Ky

Punkty przecigcia asymptot 2z osig odcigetych odpowiadajg od-
powiednio: Pg,o 1 Pgome Nachylenie stycznej do wykresu w punk-
cie Pso to no (nm = np) (rys. 305

Krzywa dysocjacji (Hilla) mozna rdéwniez opisaé

symkolami mo-
delu MWC, tj.

n-1
L Kyp(1 + Kpp)

-1
e + Kep(1 + Kp)"

L(1 +Kep)" + (1 4 xRp)“

gazie: K i K

7 R Sa statymi wewnetrznymi asocjacji dla wigzania
tlenu w stanie T i R.

Poréwnujac state Adaira z Ko i Kp mamy:

" (K, + KD
; i-1 -1
(L Ky + %o 3]

Medianowg warto$é cidnienia P Pso

[17], mozna wyrazié za po-
mocg statych Adaira

luk parametrdéw MWC.

B, = (KiKy. o K JM® =[(n + )/ (a1 /P

Kiedy L>>1 i L(Ky/Kp)"<<1 to:

R n 3 L:(KRPm)n

Obecnie, na co nalezy zwrdécié uwage, brak jest jednoznacznos$-
ci w okres$leniu statej L.

W uzyciu mamy dwie nastepujace
zapisu stalej allosterycznej:

Riee>yuTg L %%%

T e~ R; ©LERJ

L5

Tym samym, w zalezno$ci od sposobu wyrazenia obliczer (zapi-=

formy
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su) dla okreglonej reakcji, mozemy spotkaé w literaturze znacznie
réznigce sie wartodci L.

W oparciu o model MWC zaprezentowano ostatnio wygodny, grafi-
czny sposéb analizy powinowactwa tlenowego [3, e

Wprowadzajac pomocnicze dane: Kpp = o, c= KT/KR oraz N/
/ (1 -Y) =35 mozemy napisaé:

S =(n - 1+ cd .
Sl r W lg srome AR

] -
19 (57«
% powyzszego réwnania wynika, ze jezeli proces utlenowania

przebiega zgodnie z modelem MWC, a wartodci K, i KT s§ znane,

to dane eksperymentalne winny utozyé sig na li:ii prostej, po od-
tozeniu powyzszych logarytméw. Wéwczas nachylenie prostej odpo-~
wiada n - 1, a jej przecigcie z rzedng daje warto$é¢ 1lg L.
Przeksztalcenie w nieco odmienny sposékt pozwoli nam na wypro-=
wadzenie rdéwnania, 2z ktdrego odczytamy parametry majgace znacze-

nie fizjologiczne [6]. Mianowicie podstawiajac za:

Y

i -
T-vp p_Q°

otrzymamy :

K. -0 2 g 5
aRs Fhg = g 20
oy g (n.1)191+xnp+19L

Dalej: 1lg 2= (n-1) lg X + 1g L

KR -0
gdzie: 2 = 6—_—K—T—

x = (1 + Kgp)/1 + Kpp

Tak wigec Y oraz 1 - Y jest proporcjonalne do zawartosci
formy oksy i deoksy barwnika oddechowego. Wartoéé pozorna stanu
réwnowagi - Q, wyraza powinowactwo tlenowe biatka oddechowego przy
danej wartodgci p (lub ¥). Dalej, 2z - okreéla stosunek ;dinicy w
powinowactwie pomigdzy formg R biatka a biatkiem oddechowym,
przy okreslonym p, do réznicy powinowactwa pomiedzy barwnikiem i
jego formg T przy danym p.
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Dyspénujac krzywymi dysocjacji mozemy dJdokonaé odpowiednich
wyliczed parametréw powinowactwa tlenowego biatek oddechowych
(pso,n,K). Jest to réwniez mozliwe na drodze wyliczer podrednich
(pSOR’ Pgops Dyr P3r Ky KT) i wéwczas mozna ustalié wartodé sta-
tej allosterycznej (L) wiazania tlenu oraz AG. Wszystkie wymie-
nione obliczenia (wykresy) sa ucigzliwe i czasoch¥onne. Do ich
realizacji coraz czeéciej wykorzystuje sie komputery z odpowied-
nimi programami.

2, POSTEPOWANIE PROCEDURALNE

Powinowactwo tlenowe barwnika oddechowego, hemolizatu (oczy-
szczonego) lub hemolimfy wyznaczyé mozna metoda spektrocfotometry-
czng [1, 5, 6, 16 ],

Widma absorpcyjne wszystkich biatek oddechowych, formy utle-
nowanej (oksy) i odtlenowanej (deoksy), réznia sie znacznie. Réz~
nice te wykorzystuje sie do pomiaru ilogci formy utlenowanej w
roztworze (Y).

W tym celu w uktadzie zamknigtym (tonometr Thunberga badZ kaz-
dy inny) w obecnoéci $rodka redukujacego (NaBH4, Na25203), badZ
przedmuchiwania obojgtnym gazem (argon, azot) z wytworzeniem pré-
7ni, barwnik zostaje pozbawiony tlenu. Tworzy sie . wdéwczas jego
forma deoksy, ktdérej towarzyszy charakterystyczna zmiana widma.

%z chwila powolnego dodawania powietrza 'tlenu) do -tonometru,
nastepuje stopniowe utlenowanie (utlenienie) biatka, tj. tworze-
nie formy oksy 2z rdéwnoczesna zmiang widma.

Iloéci powstatej formy utlenowanej obliczamy na podstawie
przyrostu absorbancji (an) w charakterystycznej dla tej formy (o-
ksy), diugoéci fali. Absorbancje odpowiadajacq catkowitemu u-
tlenowaniu (otwarty tonometr), przyjmuje sie za 100% - formy oksy
[5, 6, 161

Znane ilcéci wprowadzonego do tonometru powietrza (t5. do
formy odtlenowanej biatka), powoduja okre§lone przyrosty  absor-
bancji (AA). Tym samym jest mozliwe stopniowe $ledzenie procesu
wigzania tlenu i wykreglenie funkcji Hilla. Dla wyliczenia para-
metrdw allosterii waznym jest uchwycenie poczitkowego oraz kon-
cowego etapu tej reakcji.
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Iloéé formy utlenowanej barwnika oddechowego (&), wyliczamy
ze wzorut

Age="Bp

Y =—F
D " %o

100

gdzie: AB - absorbancja préby badanej,
A, = absorbancja formy decksy (100%),

Ay = absorbancja formy oksy (100% utlenowania).

Ciénienie parcjalne tlenu (pOz) w tonometrze wyliczono z  za-
leznogci:

s d
v a
po, = - Y- p ‘=2
2 vc a A%
gdzie: v - objeto$é dodawanego powietrza (suma),

Ve ~ objetosé fazy gazowej nad roztworem biatka,

Przy duzych tonometrach mozna przyjaé: VAV
V - objetos$é tonometru

Pa - ciénienie czastkowe tlenu w powietrzu (np. 150 mm Hg
o
- 20°c).

Otrzymane dane transponujemy na logarytmy i wykreglamy zale-
znosé:

Y
lg y—v = £ (1g po,)

Dokonanie powyzszych obliczed i wykreélenie prostej metoda
najmniejszych kwadratéw ulatwi nam zatgczona tabela.

Tabela pomiarowa

ml dodanego |[4A|Y p0, |18 PO, | X f, W4 (P|( 9 x'y’
powietrza (2-oksy) (x*) '11 1Y
v (y")
2[5y o002
e P T el
Nastgpnie nalezy wykre§lié trzy styczne (rys. 1). Styczne

mozna wykreslié w sposdéb uproszczony. Mianowicie posréd punktdw
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eksperymentalnych cdo 10%:, 25-75% i powyzej 90% utlenowania, me-
todg najmniejszych kwadratéw wyznaczamy trzy proste (styczne). 0-
bliczenia te utatwia zataczona tabela pomiarowa.

Nachylenie stycznej czedci grodkoweij i jej przeciecie z osia-
mi wspéirzednych, pozwalajg nam okre§lié wartosci  powinowactwa
tlenowego (1950,.n, K) (rys. 1).

Punkty przecigcia asymptot 2z odcieta i rzedng oraz ich na-
chylenie pozwalaja na ustalenie wartosdci:
n, n, (xys. 1).

Tym samym stata allosteryczng (L) mozemy obliczyé z zalezno-
gcis

Psors Psorr Kpr  Kpe

n-1

P5o P5o
e =1 /14>

50, 50,

T

? P5o o 1

) P

50 50,/

T 14

Dla utatwienia dokonania przytoczonych obliczer, utozono pro-
gram wspéipracujgcy 2z mikrokorputerem Amstrad CRC 464 (dostepny
w Laboratorium Nauk Biologicznych UL).
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. DETERMINATION OF OXYGEN AFFINITY
AND ALLOSTERIC PARAMETERS OF RESPIRATORY PROTEINS

Oxygen affinity of respiratory proteins is characterized by three para-
meters: pgo, n, K (terms of the Hill plot),

They are derived from oxygen dissociation curves determined wusually by
the spectrophotometric method.

The allosteric properties of respiratory proteins are examined by com-

paring the experimental data to MWC model, A computer program was written
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and the program calculated the rood mean square deviation between the data

points (Amstrad CPC 464 ),

From the lower and upper asymptotes of the Hill plots the KR and KT
values could be obtained as a first approximation. The computer-fitting
program allowed to determine the allosteric parameters (KR. KT' Tih

Y19



