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Stowo wstepne do wydania czwartego

Doglebne poznanie struktury molekularnej organizmu zy-
wego 1 procesdw metabolicznych w nim zachodzacych jest
fundamentem wspdlczesnej wiedzy medycznej. Tylko na jej
podstawie mozna pozna¢ i zrozumie¢ wspdlczesna fizjologie,
genetyke, farmakologie, mikrobiologie, czy diagnostyke la-
boratoryjng. Znajomos$¢ biochemii jest niezbedna do zrozu-
mienia istoty procesow patologicznych, doglebnej diagnostyki
stanu chorobowego i poznania mechanizmu dziatania lekow.
Niniejszy podrecznik jest czwartym wydaniem dzieta o tym
samym tytule, rézni si¢ jednak wieloma szczegétami od jego
pierwotnej wersji. W ksigzce podkreslona zostata réznorod-
no$¢ i zlozono$¢ zwiazkow bioorganicznych. Opisano zdol-
no$¢ organizméw zywych do samoodtwarzania sie w iden-
tycznej formie przez tysiace pokolen, zwrécono uwage na
bardzo precyzyjne mechanizmy regulacji metabolizmu.
Zwigzle potraktowane zostaly rozdzialy poswiecone
strukturze, wlasciwo$ciom, metabolizmowi i funkcjonowaniu
kwaséw nukleinowych, zakfadajac iz liczne elementy tej wie-
dzy sa przekazywane studentom w trakcie nauczania innych
dyscyplin biomedycznych, jak biologia, genetyka, histologia
z cytofizjologia, mikrobiologia, onkologia czy medycyna sadowa.
Postep w zakresie biochemii biatek i kwaséw nukleino-
wych otworzyl droge rozwojowi biologii molekularnej oraz
wyrastajacych z jej korzeni inzynierii genetycznej i biotech-
nologii. Umozliwil dogtebna diagnostyke proceséw choro-

bowych na poziomie molekularnym, stworzyl warunki do
uzyskiwania wielu lekéw metodami biotechnologicznymi
i stworzyl szanse rozwoju terapii genowej, polegajacej na na-
prawie aparatu genetycznego komorki. Gruntowna i stale po-
glebiana znajomos¢ struktury molekularnej organizmu oraz
proceséw metabolicznych i ich regulacji w znakomitym stop-
niu ufatwi przyswajanie coraz to nowych elementéw wiedzy
biomedycznej.

Akademicki podrecznik biochemii to cenne zrédto wie-
dzy. Z oczywistych wzgledw jego objetos¢ nie nadaza propor-
cjonalnie do lawinowo rosnacego naptywu informacji. Autor
staje przed konieczno$cig wyboru pewnych elementéw tej
wiedzy kosztem rezygnacji z prezentowania innych.

Moim zamiarem bylo napisanie zwieztego podrecznika
biochemii, adresowanego przede wszystkim do studentéw
uczelni medycznych. Specyfika tych studiéw nakazuje skon-
centrowanie si¢ na tematyce bezposrednio zwigzanej z budo-
w3 i funkcjonowaniem organizmu ludzkiego oraz mechani-
zmem procesu chorobowego, jego diagnostyka i leczeniem.

Wyrazam nadzieje, iz tak zmodyfikowany i unowo-
czesniony podrecznik bedzie dobrze stuzyl studentom.

Edward Barnikowski
Bialystok, styczen 2020 r.




Spis tresci

N N NN NN NN = = o o o e e e = -
NGO U1 b WIN= O VWO NOGOW LR WN=O

VO NU RWNZS

Stowo wstepne do wydania czwartego VI
Wykaz skrotow X
Spis tresci - X/

Wihasciwosci materii ozywionej 1
Aminokwasy 3

Peptydy 13

Biatka 18

Enzymy i metabolizm 37

Wytwarzanie energii w komorce 65
Budowa i wtasciwosci cukrow prostych 85
Glikoliza i metabolizm pirogronianu 91
Cykl kwasow trikarboksylowych 103

. Glukoneogeneza 110

. Metabolizm monosacharydéw i disacharydodw. Hydroliza skrobi
. Metabolizm glikogenu 733

. Szlak pentozofosforanowy 142

. Metabolizm kwasoéw ttuszczowych i acylogliceroli 7149

. Ketogeneza 171

. Metabolizm fosfolipidéw i sfingolipidow 176

. Metabolizm steroidow 189

. Lipoproteiny osocza 197

. Metabolizm aminokwasow 204

. Metabolizm etanolu 245

. Specyfika metabolizmmu energetycznego réznych narzadéw 250
. Barwniki porfirynowe 257

. Nukleotydy 265

. Kwasy nukleinowe 285

. Synteza i posttranslacyjna modyfikacja biatka 373

. Ekspresja genéw 330

. Genom ludzki 337

17




Spis tresci

28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

Witaminy 345

Sktadniki mineralne 363

Hormony 370

Cytokiny 398

Eikozanoidy 402

Transport przez btony biologiczne 409
Metabolizm ksenobiotykow 436
Integracja i regulacja metabolizmu 442
Macierz pozakomorkowa 453

Biochemia krwi — wybrane zagadnienia 468

Indeks 493



Wtasciwosci materii ozywionej

Organizmy zywe sa zbudowane z pierwiastkow wystepujacych
w ich martwym otoczeniu. Podlegaja wszystkim prawom fizy-
ki i chemii odnoszacym sie do wszelkich zbioréw materii. Po-
mimo to odznaczajg si¢ wlasciwosciami, jakich nie wykazuja
zadne zbiory materii nieozywione;.

1.

Organizmy zywe wykazuja wielka ztozono$¢ i wysoki sto-
pien organizacji. W przeciwienstwie do materii nieozywio-
nej, ktora sklada si¢ zazwyczaj z przypadkowych mieszanin
prostych zwigzkéw chemicznych, organizmy zywe wyka-
zuja skomplikowang strukture wewnetrzng, obejmujaca
wiele rodzajow bardzo zlozonych czasteczek oraz ogromne
zréznicowanie gatunkowe.

Skfad pierwiastkowy zywych organizmow jest jako$ciowo
rézny od skladu ich $rodowiska fizycznego. Sposréd 92
naturalnych pierwiastkéw wystepujacych w przyrodzie
jedynie 16 uczestniczy w budowie wszystkich zywych or-
ganizmow. Sg to: O, C, N, H, B, §, Na, K, Mg, Ca, Cl, Mn,
Fe, Co, Cu i Zn. Oznacza to, iz tylko niektdre z pierwiast-
kow sg przydatne w tworzeniu biomaterii.

W skorupie ziemskiej najobficiej wystepujacymi pier-
wiastkami sa: O, Si, Al i Na, natomiast w organizmach zy-
wych sg to: H, O, C i N. Stanowig one facznie okoto 99%
masy komorek. Te cztery pierwiastki tworza niezwykle
ztozone elementy strukturalne biomaterii. Zawdzieczaja
te zdolno$¢ tatwosci w wytwarzaniu ze soba wigzan ko-
walencyjnych, polegajacych na wspélnym uzytkowaniu
par elektronéw. Sposrod pierwiastkéow zdolnych do wy-
twarzania takich wigzan wymienione cztery cechujg sie
najnizsza masg atomowa. Zapewnia to wysoka trwalos¢
wspomnianych wigzan.

Wigkszos¢ sktadnikow zywych organizmow stanowig
zwigzki organiczne, w ktorych wegiel znajduje si¢ na do$¢
wysokim stopniu zredukowania (uwodorowania). Wiele
biomolekut organicznych zawiera takze azot. Te dwa pier-
wiastki wystepuja w atmosferze i w skorupie ziemskiej je-
dynie w postaci wolnej lub w postaci prostych zwigzkow
nieorganicznych, jako O,, CO,, N,, weglany i azotany.

Na szczego6lng uwage zastuguje to, iz okoto 65-70% masy
organizmow zywych stanowi woda. Jest ona gléwnym
nosnikiem tej ogromne;j ilosci tlenu i wodoru. Woda jest
plynem o szczegdlnych whasciwosciach fizykochemicz-
nych. W poréwnaniu z innymi cieczami cechuje si¢ wy-
sokim cieplem wla$ciwym, cieptem parowania, cieptem
topnienia, wysokim napigciem powierzchniowym, wy-
soka stalg dielektryczng oraz zdolnoscig do wytwarza-
nia wigzan wodorowych pomiedzy jej poszczegélnymi
czasteczkami.

W odréznieniu od materii nieozywionej kazdy sktadnik
organizmu zZywego pelni okreslong funkcje, a niektore
pelnig po kilka roznych funkeji. Na przyklad aminokwa-
sy sa jednostkami strukturalnymi bialek, ale stuzg tak-
ze jako substraty do biosyntezy hormondw, barwnikéow,
koenzymow, zasad purynowych i pirymidynowych, a ich
szkielety weglowodorowe sa wykorzystywane jako sub-
straty energetyczne.

Zwraca uwage wielka réznorodno$¢ i zlozonos¢ zwigz-
kéw organicznych. Nawet jednokomorkowe organizmy
bakteryjne zawieraja po kilka tysiecy roznych biomole-
kul. Ich liczba ro$nie wraz ze stopniem zlozonos$ci or-
ganizmoéw. Liczbe roznych bialek w organizmie ocenia
sie na okoto 3000 u bakterii do ponad 5 000 000 u czto-
wieka. Wigkszo$¢ z nich wystepuje w ogromnej liczbie
czasteczek.

Organizmy kazdego gatunku majg wlasny, charaktery-
styczny dla siebie zestaw bialek i kwaséw nukleinowych.
Zadna z czasteczek biatkowych czy czasteczek kwaséw
nukleinowych jednego gatunku nie jest identyczna z od-
powiednimi czasteczkami innego gatunku, nawet jezeli
niektére z nich pelnig podobne funkcje. Nalezy podkre-
§li¢, ze ta ogromna i zréznicowana liczba makromolekut
powstaje z prostych elementéw sktadowych, identycznych
u wszystkich organizméw zywych. Wszystkie biatka, nie-
zaleznie od ich pochodzenia gatunkowego, sa zbudowane
z tych samych 20 podstawowych aminokwaséw. Liczba
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elementéw sktadowych, budujacych kwasy nukleinowe,
jest jeszcze mniejsza. Skladaja si¢ one z 4 rybonukleo-
tydow lub z 4 deoksyrybonukleotydéw, identycznych
u wszystkich organizmow, niezaleznie od ich przynalez-
nosci gatunkowe;j.

Zywe organizmy pobierajg i przeksztalcajg energie z ota-
czajacego je Srodowiska i wykorzystuja ja do budowy whas-
nych skomplikowanych struktur z prostych substratow
wyjéciowych. Materia nieozywiona takze pochtania ener-
gie z zewnatrz (np. cieplo lub $wiatlo), lecz pociaga to
za sobg efekt przeciwstawny, prowadzi do zmniejszenia
stopnia jej uporzadkowania.

Zywa komérka jest uktadem izotermicznym. Wszystkie
jej czesci skladowe wykazuja te samg temperature. Z tego
powodu nie jest ona zdolna do wykorzystywania energii
cieplnej. Cieplo bowiem moze by¢ przetworzone na pra-
c¢ pod stalym cisnieniem tylko wowczas, gdy przechodzi
ze strefy o wyzszej temperaturze do strefy o nizszej tem-
peraturze. Organizmy autotroficzne przyswajaja energie
$wietlng, a organizmy heterotroficzne przyswajaja ener-
gie pochodzacy z utleniania zredukowanych substratow
energetycznych. W obydwu przypadkach energia pocho-
dzaca ze $rodowiska jest przetwarzana w energie che-
miczng, ktorej podstawowym nosnikiem jest adenozyno-
trifosforan (ATP). Tylko ta forma energii jest uzyteczna
w procesach biosyntezy sktadnikow komérek i macierzy
pozakomorkowej, w transporcie metabolitéw przez blony
biologiczne, w przekazywaniu sygnaléw regulacyjnych
lub moze by¢ zamieniona na pracg mechaniczng. Procesy
bioenergetyczne cechuja si¢ wysoka sprawnoscia. Okofo
40% energii wytwarzanej w wyniku utleniania réznych

10.

11.

12.

substratéw magazynuje si¢ w postaci ATP. Pozostala czg$¢
rozprasza si¢ w postaci ciepla.

W komorce zachodzi jednocze$nie, z wysoka wydajno-
$cig, ogromna liczba reakeji chemicznych. Szybki ich
przebieg i wysoka wydajno$¢, bez produktéw ubocznych,
jest mozliwa dzigki enzymom - biokatalizatorom - wy-
specjalizowanym w nadawaniu kierunku i przyspiesza-
niu przebiegu okreslonych reakcji. Umozliwiaja one po-
wstawanie réznych zwiazkow z tych samych substratow.
Synteza czasteczki biatka zawierajacego od 100 do 1000
aminokwaséw trwa zaledwie kilka sekund.

Przebieg procesow chemicznych zachodzacych w komor-
ce podlega precyzyjnej regulacji. Nastepuje to na dro-
dze mechanizméw autoregulacyjnych, funkcjonujacych
w kazdej komorce, jak réwniez przez impulsy nerwowe
oraz przez czasteczki regulacyjne pochodzace z innych
komorek, jak: neuroprzekazniki, hormony lub cytokiny.
Najbardziej zadziwiajaca wiasciwoscig zywych organi-
zmow jest ich zdolno$¢ do precyzyjnego samoodtwa-
rzania sie przez setki i tysiace pokolen. Ogromna ilos¢
informacji genetycznych, przekazywanych z pokolenia
na pokolenia, jest zaszyfrowana w znikomej ilo$ci kwasu
deoksyrybonukleinowego, w postaci sekwencji nukleoty-
dowej, charakterystycznej dla kazdego gatunku. Zadne
zbiory materii nieozywionej nie przejawiaja jakichkol-
wiek tendencji do samoodtwarzania si¢ w identycznych
formach.

Ta specyfika sktadu, budowy i funkcjonowania biomaterii

jest przedmiotem zainteresowania biochemii. Tym zagadnie-
niom s3 po$wiecone kolejne rozdzialy niniejszego podrecznika.
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Aminokwasy sg pochodnymi kwaséw organicznych, w kto-
rych co najmniej jeden z atoméw wodoru jest zastapiony gru-
pa aminowa. Nalezg do najwczesniej i najlepiej poznanych
skladnikow organizméw zywych. Wystepuja powszechnie
w organizmach zywych, zaréwno w postaci wolnej, jak i zwia-
zanej w peptydach i biatkach.

Kazdy z aminokwasdw wystepujacych w bialkach (z wy-
jatkiem proliny i hydroksyproliny) ma grup¢ aminowg przy
weglu a i taricuch boczny (R) o réznej budowie, potaczony
z tym samym atomem wegla.

W fizjologicznym pH (okoto 7,4) wigkszo$¢ grup karbo-
ksylowych jest zdysocjowana, tworzy anion -COO", a wigk-
sz0$¢ grup aminowych wigze H', tworzac kation -NH;. Do-
minujaca formg aminokwasu jest wiec jon obojnaczy, bedacy
no$nikiem dwoch przeciwstawnych tadunkéw elektrycznych.
Dlatego do celéw dydaktycznych przyjeto, jako regute, zapisy-
wanie wzoréw strukturalnych aminokwaséw z grupa amino-
wa w postaci kationowej [-NH;] i grupa karboksylowa w po-
staci anionowej [-COO] (ryc. 2.1).

® ®

I 40 I 0
H,N —?—C—OH +H3N—C‘3—C—O_

®)

Ryc. 2.1. Ogdlny wzér aminokwasu. A. W postaci wolnej od
tadunku elektrycznego. B. W postaci jonu obojnaczego. Wegiel a
wigze 4 rézne podstawniki: atom H, grupe NH,/NHs, grupe COOH/
COO itancuch boczny oznaczony symbolem R.

Opisano ponad 300 réznych aminokwasow, ale jedynie
20 z nich wystepuje powszechnie w biatkach, a 2 dodatkowe
(niedawno odkryte) spotyka sie tylko w niektérych biatkach.
Obecno$¢ i umiejscowienie tych 22 aminokwaséw w struktu-
rze czasteczek biatkowych sa zdeterminowane genetycznie.
Kilka innych aminokwasow pojawia si¢ w biatku w wyniku



Aminokwasy

posttranslacyjnej modyfikacji reszt aminokwasowych wczes-
niej wbudowanych do fancucha biatkowego. Ich obecno$¢
i umiejscowienie w czasteczce biatka nie sg zdeterminowane
przez aparat genetyczny. Pozostale aminokwasy wystepuja
w postaci wolnej lub w polaczeniach niebiatkowych.

2.1. Aminokwasy powszechnie
wystepujace w biatkach

Struktura tancucha bocznego decyduje o roli aminokwasu
w biatku. Z tego wzgledu uzyteczny jest podzial aminokwaséw
powszechnie wystepujacych w biatkach na kilka grup, zalez-
nie od charakteru ich fancuchéw bocznych.

2.1.1. Aminokwasy z tarnicuchami
niepolarnymi

Do tej grupy aminokwaséw nalezg: alanina, walina, leucyna,
izoleucyna, fenyloalanina, tryptofan, metionina i prolina -
nietypowy aminokwas, ktory nie posiada grupy a-aminowej,
lecz grupe iminowa wbudowang w strukture pierscienia piro-
lidynowego. Rowniez glicyna jest zaliczana do tej samej gru-
py, chociaz aminokwas ten nie ma fancucha bocznego, a jego
miejsce zajmuje atom wodoru (ryc. 2.2).

Aminokwasy tej grupy zawieraja fancuchy boczne bez
grup funkeyjnych. Lancuchy te nie oddaja ani nie przylaczaja
protondéw oraz nie uczestnicza w tworzeniu wigzan jonowych
ani wodorowych. Sg hydrofobowe; nie wiaza wody.

Hydrofobowy charakter fancuchéw bocznych amino-
kwaséw niepolarnych, wbudowanych do biatka, ujawnia
si¢ w $rodowisku wodnym. Lancuchy te unikajg kontaktu
z woda, przylegaja nawzajem do siebie, kierujac si¢ do wne-
trza czasteczki biatkowej. W §rodowisku wodnym zachowuja
si¢ jak kropelki oleju, ktore facza sie ze sobg w wieksze krople,
zmniejszajac sumaryczng powierzchnie ich kontaktu z woda.
Niepolarne grupy R wypelniaja wnetrze sfaldowanej czastecz-
ki biatkowej, tworza miedzy sobg wigzania hydrofobowe, co
pozwala biatku na stabilizacje jego struktury przestrzennej.
Natomiast w srodowisku lipidowym, np. w blonach biologicz-
nych, hydrofobowe tancuchy boczne aminokwaséw niepolar-
nych kieruja si¢ na powierzchnie czasteczki biatka, wchodzac
w reakcje z hydrofobowymi lipidami.

2.1.2. Aminokwasy z tarnicuchami
polarnymi bez tadunku

Do tej grupy aminokwaséw nalezg: seryna, treonina, tyrozy-
na, cysteina, asparagina i glutamina (ryc. 2.3). Grupy -OH
i —-SH oraz zwigzana amidowo grupa —-NH, cechuja si¢ nie-
symetrycznym (biegunowym, czyli polarnym) rozmieszcze-
niem tadunkoéw elektrycznych, jednak w fizjologicznym pH
nie dysocjuja i wykazuja zerowy tadunek elektryczny. Grupa

?Hs it
(‘DH3 Hf(‘JfCH3 (‘DHZ
TI C‘)H3 Hf(\)fCH3 (‘)H2 Hf(\)fCH3
H*(‘)f NH3 H*(‘)*NHQ H*(‘)* NH3 H*(‘)* NH3 H*(‘)*NHQ
40 40 ¢O éo éo
C\O’ C\O’ C\O’ C\O’ C\O’
glicyna (Gly, G) ‘ ‘ alanina (Ala, A) ‘ ‘ walina (Val, V) ‘ ‘ leucyna (Leu, L)‘ izoleucyna (lle, 1)
F" HG—S—CH
G w!
+ =0
C‘)Hg N NH?, H*C‘)* NHZ N C\O_
H—C—NH}, \ cz© 7N\
‘/O SO H H*
C\O’

fenyloalanina (Phe, F) ‘ ‘ tryptofan (Trp, W) ‘ metionina (Met, M) ‘ ‘ prolina (Pro, P) ‘

Ryc.2.2. Aminokwasy z tancuchami niepolarnymi.
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T
HZC‘D*OH H 7(‘:70H
H—C—NH; H—C—NH;j
\ \
e c=9
(on (e
seryna (Ser, S) treonina (Thr, T)
_0
?\NHZ
C‘:Hz H,C—SH
H—C—NH; H—C —NH}
\ |
_0 -0
CZ CZ
~o ~o

asparagina (Asn, N) ‘ ‘ cysteina (Cys, C) ‘

‘ glutamina (Gin, Q)

Ryc. 2.3. Aminokwasy z fafcuchami

-NH,, zwigzana amidowo w asparaginie i glutaminie, nie
wigze protonu. W fizjologicznym przedziale pH nie jest wiec
no$nikiem tadunku elektrycznego.

Grupy —OH reszt seryny, treoniny i tyrozyny (wbudowa-
nych do biatka) moga by¢ miejscem wigzania fosforanu. Moga
takze uczestniczy¢ w tworzeniu wigzan wodorowych.

Grupy -SH zawarte w tancuchach bocznych cysteiny sa
waznym elementem sktadowym miejsc aktywnych wielu
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Ryc.2.4. Powstawanie cystyny z dwdch czasteczek cysteiny
poprzez wytworzenie mostka disiarczkowego.

polarnymi bez tadunku.

enzymow. Dwie czasteczki lub dwie reszty cysteiny moga re-
agowac ze sobg. Czynnik utleniajacy odlacza atomy wodoru
od dwoch grup —-SH, a atomy siarki wytwarzajg migdzy soba
wigzanie kowalencyjne, zwane mostkiem disiarczkowym lub
disulfidowym. Z dwoch czasteczek cysteiny powstaje jedna
czasteczka cystyny (ryc. 2.4). Mostki disiarczkowe powstaja
takze pomigdzy resztami cysteiny wbudowanymi do pepty-
dow i bialek. Uczestnicza one w stabilizacji struktury prze-
strzennej biatek.

Lancuch boczny seryny jest waznym sktadnikiem miejsc
aktywnych wielu enzymow. Grupa amidowa asparaginy oraz
grupy hydroksylowe seryny i treoniny moga by¢ miejscem
wigzania skladnikéw cukrowych.

2.1.3. Aminokwasy z tancuchami
kwasowymi

Tylko dwa aminokwasy nalezg do tej grupy. Sa to kwas aspara-
ginowy i kwas glutaminowy (ryc. 2.5). Lancuchy boczne tych
aminokwasow zawieraja grupy karboksylowe. W obojetnym
pH ulegaja one pelnej dysocjacji i staja si¢ no$nikami fadun-
ku ujemnego [-COO7]. Z tego powodu zasadne jest uzywanie
nazwy asparaginian - na okreslenie kwasu asparaginowego
i glutaminian - na okreslenie kwasu glutaminowego. Chociaz
te pierwsze nazwy s poprawne, to na 0go! uzywa sie tych dru-
gich, poniewaz wnoszg one istotne informacje o tych amino-
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Ryc.2.5. Aminokwasy z taricuchami kwasowymi.

kwasach. Wskazujg, iz w srodowisku o fizjologicznej wartosci
pH s3 one anionami: asparaginianowym i glutaminianowym.

2.1.4. Aminokwasy z tarncuchami
zasadowymi

Do tej grupy aminokwaséw naleza: lizyna, arginina i histy-
dyna (ryc. 2.6). Ich tancuchy boczne zawierajg grupy wiazace
protony. S3 to: grupa e-aminowa lizyny, grupa guanidynowa
argininy i pierscien imidazolowy histydyny. W fizjologicznych
warunkach pH tancuchy boczne lizyny i argininy sa nafado-
wane dodatnio. W przeciwienistwie do nich, tancuch boczny
histydyny ma stabe wlasciwosci zasadowe. W fizjologicznych
warunkach pH wigkszos¢ tych tancuchéw nie jest naladowa-
na. Jednak w sytuacji, gdy histydyna wbuduje si¢ do biatka, jej
pierscien imidazolowy faduje si¢ dodatnio lub pozostaje elek-
trycznie obojetny. Zalezy to od $rodowiska jonowego, w kto-
rym znajduje si¢ biatko.

2.2. Inne aminokwasy
wystepujace w biatkach

Selenocysteina i pirololizyna to niedawno odkryte amino-
kwasy, wbudowywane do biatek w trakcie ich syntezy. Wyste-
puja tylko w nielicznych biatkach.

Selenocysteina zawiera selen. Jest podobna do seryny i cy-
steiny. Zamiast grupy —OH (wystepujacej w serynie) lub gru-
py —SH (wystepujacej w cysteinie) zawiera grupe —SeH przy
weglu f (ryc. 2.7 A).

Pirololizyna jest pochodna lizyny, ktérej grupa e-amino-
wa wytwarza wigzanie amidowe z 2-karboksy-3-metylo-3,4-
-dihydropirolem (ryc. 2.7 A).
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Ryc.2.6. Aminokwasy z taricuchami zasadowymi.

Hydroksyprolina, hydroksylizyna i y-karboksyglutami-
nian to aminokwasy wystepujace tylko w niektdrych biatkach.
W odréznieniu od poprzednich nie s3 one wbudowywane do
biatek w trakcie ich syntezy, lecz powstaja w procesie post-
translacyjnej modyfikacji reszt: proliny, lizyny i glutaminianu,
zawartych w prekursorowych postaciach nizej wymienionych
biatek.

Hydroksyprolina wystepuje niemal wylacznie w kolage-
nie i elastynie, natomiast hydroksylizyna tylko w kolagenie.
Biorac pod uwage to, iz kolagen stanowi ponad 30% biatek
zwierzecych, zawarto$¢ hydroksyproliny i hydroksylizyny
w organizmie jest do$¢ wysoka. Trzeci z kolei - y-karboksy-
glutaminian - wystepuje w biatkach osoczowych uczestni-
czacych w procesie krzepniecia krwi (ryc. 2.7 B). Mechanizm
powstawania tych aminokwaséw opisano w rozdz. 25.3.

W organizmie ludzkim wystepuje kilka aminokwasow,
ktore nie sg sktadnikami biatek, a pelnig bardzo istotne funk-
cje biologiczne. Naleza do nich przede wszystkim: p-alanina
(sktadnik koenzymu A, produkt rozpadu pirymidyn), orni-
tyna i cytrulina (metabolity cyklu mocznikowego), y-amino-
maslan (przekaznik sygnaléw w ukladzie nerwowym) oraz
homocysteina (metabolit aminokwaséw siarkowych). W ko-
morkach roélinnych wystepuje homoseryna — prekursor me-
tioniny (ryc. 2.8).
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Ryc.2.7. Aminokwasy rzadko wystepujace w biatkach. A. Aminokwasy wbudowywane do biatek w czasie ich syntezy. B. Aminokwasy
powstajace w wyniku posttranslacyjnej modyfikacji reszt aminokwasowych wbudowanych do biatek.
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Ryc.2.8. Aminokwasy niewystepujace w biatkach.
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2.3. Symbolika aminokwaséw
Kazdemu aminokwasowi wystepujacemu w biatkach przypi-
sano symbole: tréjliterowy i jednoliterowy. Symbole tréjlite-
rowe to najczesciej pierwsze trzy litery nazwy anglojezycznej
poszczegolnych aminokwasow.
Kod jednoliterowy kieruje si¢ nastepujacymi zasadami.
Symbolem jest pierwsza litera nazwy anglojezycznej
aminokwasu, jezeli tylko jedna nazwa rozpoczyna si¢ od tej
litery:

cysteina - Cys - C
histydyna - His - H
izoleucyna - Ile - I
metionina - Met - M
seryna - Ser - S
walina - Va -V

Jezeli wiecej niz jedna nazwa aminokwasu rozpoczyna si¢
od danej litery, wowczas pierwsza litere nazwy przypisuje sie
aminokwasowi najczesciej wystepujacemu. Na przyktad alani-
na wystepuje czesciej niz arginina, dlatego przypisano jej sym-
bol A. To samo uczyniono wobec kilku innych aminokwaséw:
glicyny (G), leucyny (L), proliny (P) i treoniny (T). Wszystkie
one nosza symbole jednoliterowe, tozsame z pierwsza litera
ich nazwy:

alanina - Ala - A
glicyna - Gly - G
leucyna - Leu - L
prolina - Pro - P
treonina - Thr - T

Pozostalym aminokwasom przypisano inne symbole li-
terowe, odpowiadajace literom lub dzwiekom fonetycznym
zawartym w ich nazwach anglojezycznych. Jedynie lizyna nie
ma przyporzadkowanego symbolu jednoliterowego wywodza-
cego si¢ z jej nazwy. Nadano jej symbol K, litere najblizsza L
w alfabecie tacinskim:

arginina - Arg - R
asparagina - Asn - N
asparaginian - Asp - D
fenyloalanina - Phe - F
glutamina - Gn - Q
glutaminian - Glu - E
lizyna - Lys - K
tryptofan -Trp - W
tyrozyna - Tyr - Y

Nowo odkrytym aminokwasom takze przypisano symbole
trojliterowe i jednoliterowe:

selenocysteina - Sec - U
pirolizyna -Pyl -0

Aminokwasom niewbudowujacym sie bezposrednio do
peptydoéw i biatek, a powstajacym na drodze hydroksylacji
peptydowo zwigzanych reszt proliny i lizyny, nie nadano od-
rebnych symboli jednoliterowych, lecz przypisano im sym-
bole macierzystych aminokwasow ze znakiem: #, odpowied-
nioP#1K#.

W niektorych przypadkach zawartos¢ kwasu asparagi-
nowego i jego amidu - asparaginy - przedstawia si¢ tacznie.
Stosuje si¢ wtedy symbol tréjliterowy Asx lub symbol jednoli-
terowy B. Aminokwas oznaczony tym symbolem jest aspara-
ginianem lub asparagina, albo mieszaning obydwu. Podobnie
jest z glutaminianem i glutaming. Symbol tréjliterowy Glx
lub symbol jednoliterowy Z oznaczajg kwas glutaminowy lub
glutamine, albo obydwa aminokwasy facznie. Czyni sie tak
zazwyczaj, gdy nie wiadomo, czy dany material zawiera wol-
ny asparaginian lub glutaminian, czy tez odpowiedni amid -
asparagine lub glutamine.

- Asx -

asparaginian lub asparagina B
-Gx - Z

glutaminian lub glutamina

Symbole tréjliterowe i jednoliterowe sg powszechnie sto-
sowane do przedstawiania skladu i sekwencji aminokwaso-
wej tancuchow peptydowych i biatkowych. Jezeli w skladzie
peptydu lub biatka wystepuje aminokwas niezidentyfikowany,
jego obecnos¢ zaznacza sie literg X.

2.4. Wiasciwosci optyczne
aminokwasow

Aminokwasy sg zwigzkami optycznie czynnymi. Ich roztwory
skrecajg plaszczyzne $wiatla spolaryzowanego. Wegiel o kaz-
dego aminokwasu, oprocz glicyny, jest weglem asymetrycz-
nym. Wiaze cztery rézne podstawniki. Glicyna jest wyjatkiem,
poniewaz dwie sposrod czterech wartosciowosci wegla a s3
podstawione atomami wodoru. Nie zawiera wegla asyme-
trycznego, jest wiec optycznie nieczynna. Aminokwasy, z wy-
jatkiem glicyny, moga wystepowac w formie dwdch izomerow
optycznych: D i L. Niemal wszystkie naturalne aminokwasy
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naleza do szeregu L. Aminokwasy szeregu D wystepuja spora-
dycznie. Spotyka si¢ je przede wszystkim w $cianach komorek
bakteryjnych i w niektorych antybiotykach.

2,5. Wiasciwosci amfoteryczne
aminokwasow

Aminokwasy w $rodowisku wodnym wykazuja wlasciwosci
stabych kwasow i stabych zasad. Sq wigc zaliczane do zwigz-
kéw amfoterycznych. Zawieraja stabo kwasowa grupe a-kar-
boksylows i stabo zasadowa grupe a-aminowg. Dodatkowo,
kazdy spo$rod aminokwasow kwasowych (Glu, Asp) lub za-
sadowych (Lys, Arg, His) zawiera zjonizowang grupe w fancu-
chu bocznym. Grupa aminowa nadaje aminokwasowi charak-
ter zasadowy, poniewaz wigze proton, przechodzac w kation
[-NH;]. Natomiast grupa karboksylowa nadaje aminokwaso-
wi charakter kwasowy, dysocjuje bowiem uwalniajac proton
i przechodzac w anion [-COO].

Srodowisko kwasne sprzyja wigzaniu protonéw przez
grupy aminowe, a srodowisko zasadowe sprzyja uwalnia-
niu (dysocjacji) protonéw z grupy karboksylowej. W sro-
dowisku kwasnym aminokwas jest kationem, w $rodowisku
zasadowym jest anionem. Istnieje pewna posrednia warto$¢
pH, przy ktérej aminokwas staje si¢ jonem obojnaczym, a jego
wypadkowy fadunek elektrostatyczny réwna si¢ 0. Takie pH
jest nazywane punktem izoelektrycznym (pI) aminokwasu,
a jego wartos¢ jest bardzo zrdznicowana, zaleznie od cha-
rakteru tancucha bocznego. Dla aminokwasow niepolarnych
wynosi okolo 6, dla aminokwaséw polarnych z tancuchem
kwasowym okoto 3, dla aminokwasdw polarnych z tancuchem
zasadowym (z wyjatkiem His) okoto 10.

Amfoteryczne cechy aminokwasoéw sprawiaja, iz maja
one wlasciwosci buforujace, stabilizuja pH. Jezeli do roztworu
aminokwasu zostang wprowadzone jony H', beda one wigza-
ne przez grupy —NH,. Powstang dodatnio natadowane grupy
-NH,". Dodanie zasady (OH") powoduje odlaczenie protonéw
z grup ~COOH. Odlaczony H' reaguje z OH". Powstaje H,0.
Wynika stad, ze aminokwas zobojetnia zaréwno jony H', jak
iOH".

2.5.1. Roéwnanie Hendersona-Hasselbalcha

Staby kwas (HA) dysocjuje w srodowisku wodnym, uwalniajac
proton (H") i anion kwasowy (A”) wedlug réwnania:

HAH + A

Stata rownowagi takiej reakcji:

Im wyzsza wartos¢ K, tym kwas jest mocniejszy, a wiek-
sz0$¢ HA wystepuje w postaci jonéw H" 1 A”. Im warto$¢ K jest
nizsza, tym kwas jest stabszy, mniej kwasu wystepuje w posta-
cijonéw H' i A" Z przeksztatcenia tego rownania wynika, iz

[HA] (HA]
, natomiast: log [H*] =log K+ |g ——
[A] (A7

[HT=K

(Logarytm iloczynu réwna sie bowiem sumie logarytmow
poszczegolnych czynnikow).

Natomiast:

(HA]
—log [H] = -log K- log

(A7

lub

(HA]
—log [H] = -log K+ log

(A

(Logarytm ujemny ufamka réwna si¢ bowiem logarytmo-
wi dodatniemu odwrotnoéci tego utamka).

Ujemny logarytm stezenia jonéw wodorowych, —log [H'],
przyjeto nazywa¢ pH, natomiast ujemny logarytm statej dy-
socjacji, -log K, przyjeto wyraza¢ jako pK. Po uwzglednieniu
powyzszego réwnanie przybiera nastepujaca postac:

(A]

pH = pK+ log
[HA]

Jest to rownanie Hendersona-Hasselbalcha.

Bufor jest roztworem opornym na zmiany pH po dodaniu
kwasu lub zasady. Moze powsta¢ po zmieszaniu stabego kwa-
su (HA) i jego soli (A). Jezeli stezenia HA i A™ s3 sobie réw-
ne, to warto$¢ utamka [A7]/[HA] wynosi 1, alog 1 = 0. Wtedy
pH réwna si¢ pK. Jezeli do takiego roztworu dostaje si¢ kwas,
A" wigze H' i powstaje niezdysocjowany HA. Jezeli dostaje si¢
zasada, zobojetnia ja HA zgodnie z reakcja:

HA +OH <> H,0 + A
Mieszanina kwasu i jego anionu tworzy pare buforowa,

ktora najefektywniej przeciwdziala zmianom stezenia H*
w sytuacji, gdy pH buforu réwna sie pK stabego kwasu. Efek-
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tywnos$¢ ta jest dos¢ wysoka, jezeli pH waha si¢ nie wiecej
niz o +1 jednostke w stosunku do pK stabego kwasu. Gdy pH
jest nizsze od pK, dominuje uprotonowana forma stabego
kwasu HA, jezeli pH roztworu jest wyzsze od pK, dominuje
anion A",

2.5.2, Krzywa miareczkowania alaniny
Alanina zawarta w roztworze kwasnym jest w pelni uproto-
nowana. Zawiera dwa protony. Jeden z nich wigze si¢ z grupa
aminowy, nadajac jej tadunek dodatni (-NH;), drugi jest
zwigzany w elektrycznie obojetnej grupie karboksylowej
(-COOH). Grupa -NH; dysocjuje na -NH, i H", natomiast
grupa ~COOH dysocjuje na -COO™ 1 H". Stata dysocjacji gru-
py ~COOH jest oznaczana symbolem K1, natomiast stafa dy-
socjacji grupy -NH; symbolem K.

[HT 1]

(1]
gdzie:
I oznacza w pelni uprotonowang postac alaniny,
I oznacza stezenie alaniny w postaci jonu obojnaczego.

(11

pH = pK; + log
(1

Wartos¢ pK, dla grupy karboksylowej alaniny wynosi 2,3.
Oznacza to, iz w roztworze alaniny o pH 2,3 wystepuja réwne
ilosci grup —~COO™ i grup ~-COOH. W zakresie pH 2,3 £ 1,0
wystepuja wysokie zdolnosci do buforowania.

Grupa -NH; alaniny dysocjuje stabiej. Jej stata dysocja-
cji K, jest nizsza niz K, grupy ~-COOH, czyli wartos¢ pK, jest
wysoka i wynosi 9,1. Oznacza to, iz w pH 9,1 wystepuja rowne
ilosci grup -NH, i -NH;. Odlaczenie protonu z formy II ala-

OH"
CH,

CHN j:—c‘:—COOH —
H \
H+

pK, =2,3

1 (+1)

’::+H3’\i ::7

niny zamienia ten aminokwas w forme anionowg (forma III),
wolna od protonéw (ryc. 2.9).

Zastosowanie roéwnania Hendersona-Hasselbalcha do
kazdej sposrod grup dysocjujacych umozliwia wykreslenie
krzywej miareczkowania alaniny (ryc. 2.10). Jak wynika
z wykresu, zmiany pH zachodzace podczas dodawania za-
sady do roztworu w pelni uprotonowanej alaniny (forma I)
prowadza stopniowo poprzez jon obojnaczy (forma II) do
powstania formy anionowej, calkowicie wolnej od protonéw
(forma III).

Grupy —~COOH i -COO- tworza pare buforowa w zakresie
pH zblizonym do pK,, natomiast grupy -NH;3 i -NH, tworzg
pare buforowa w zakresie pH zblizonym do pK,.

W pH obojetnym dominuje alanina w postaci jonu oboj-
naczego (forma II). Obie grupy funkcyjne sa zjonizowane,
lecz ich fadunek sumaryczny réwna si¢ zeru. Punkt izoelek-
tryczny (pI) jest to pH, w ktorym aminokwas jest elektrycznie
obojetny, gdyz suma fadunkéw dodatniego i ujemnego réwna
si¢ zeru. W przypadku alaniny, ktéra ma jedna grupe ~-COO~
ijedng grupe -NHj, pl rowna sie $redniej arytmetycznej pK;
i pKy:

pl=(23+91):2=57

2.5.3. Krzywa miareczkowania
histydyny

Histydyna jest aminokwasem, ktory zawiera trzy grupy che-
miczne, mogace odwracalnie wigza¢ lub odlaczaé proton. Sg
to: grupa aminowa, grupa imidazolowa w faficuchu bocz-
nym oraz grupa karboksylowa (ryc. 2.11). Histydyna zawar-
ta w roztworze kwasnym jest w pelni uprotonowna. Wigze
3 protony, a jej sumaryczny tadunek elektryczny wynosi +2
(forma I). Stopniowe dodawanie zasady do uprotonowanej
histydyny powoduje odlgczanie kolejnych protondw. Naj-
pierw dysocjuje proton z grupy karboksylowej (pK, = 1,8),

?—aéooﬁi
H

OH"
T . T
H+
pK, = 9,1

I (0) I (1)

Ryc.2.9. Zmiany fadunku elektrycznego alaniny w réznym pH (w miare postepujacej alkalizacji roztworu).
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Ryc. 2.10. Krzywa miareczkowania 1 mola alaniny.
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Ryc.2.11. Zmiany fadunku elektrycznego histydyny w réznym pH (w miare postepujacej alkalizacji roztworu).

powstaje kation o fadunku +1 (forma II). Nastepnie odlacza
sie proton z grupy imidazolowej (pK, = 6,0), powstaje jon
obojnaczy o sumarycznym fadunku 0 (forma III) i w ostat-
niej kolejnoéci odfgcza si¢ proton z grupy -NH; (pK; = 9,2),
powstaje anionowa forma tego aminokwasu o tadunku -1

(forma IV). Krzywa miareczkowania histydyny przedstawio-
no na ryc. 2.12. Punkt izoelektryczny tego aminokwasu (pI)
jest $rednig z pK, i pK;.

pl=060+92):2=76
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Ryc.2.12. Krzywa miareczkowania 1 mola histydyny.

2.6. Biologiczne znaczenie
aminokwasow

Aminokwasy sa przede wszystkim skladnikami peptydow
i biatek. Uczestnicza w budowie miejsc katalitycznych biatek
enzymatycznych. Sg prekursorami hormonéw (adrenaliny,
noradrenaliny, tyroksyny, trijodotyroniny, histaminy, seroto-
niny, dopaminy, melatoniny), barwnikéw biologicznych (me-

lanin, hemu) oraz niektorych koenzyméw (np. koenzymu A)
i neuroprzekaznikow (np. acetylocholiny i kwasu y-aminoma-
stowego). Pelnig role substratow w syntezie puryn i pirymidyn
- zasad wystepujacych w nukleotydach. Szkielety weglowodo-
rowe aminokwaséw (lub ich fragmenty) sa zuzywane do syn-
tezy glukozy, cial ketonowych lub utleniajg sie do CO, i H,0,
dostarczajac energii. Niektore aminokwasy sg zrodtem siarki,
inne uczestnicza w syntezie fosfolipidow.



Peptydy

3.1. Wigzanie peptydowe, 13
3.2. Nazewnictwo peptydoéw, 15

3.3. Peptydy biologicznie aktywne, 16

Dwa aminokwasy wigzg si¢ ze sobg w wyniku reakeji grupy
a-karboksylowej jednego z nich z grupa a-aminowa drugiego.
Odlacza sie czasteczka wody, powstaje wigzanie peptydowe.
Produkt reakcji dwoch aminokwaséw to dipeptyd, zachowu-
jacy wolng grupe aminowa jednego z aminokwaséw i wolng
grupe karboksylowa drugiego z nich (ryc. 3.1). Grupa karbo-
ksylowa dipeptydu moze reagowac z grupg aminowa trzeciego
aminokwasu, tworzac nastepne wigzanie peptydowe. Ta droga
dipeptyd przeksztalca si¢ w tripeptyd, tetrapeptyd itd. Pepty-
dy zlozone z kilku - kilkunastu aminokwaséw to oligopeptydy
(gr. oligo - kilka). Dluzsze peptydy, zawierajace po kilkadzie-
sigt reszt aminokwasowych, nosza nazwe polipeptydow. Nie
ustalono powszechnie obowigzujacej granicy pomigdzy oligo-
peptydami i polipeptydami.
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Ryc. 3.1.

3.1. Wiazanie peptydowe

Wegiel grupy a-karboksylowej wigze sie z azotem grupy a-
-aminowej pojedynczym wigzaniem, okreslanym jako wigzania
peptydowe. Teoretycznie wiec fragment czasteczki tworzacy
plaszczyzne C,—C=0 jednej reszty aminokwasowej powinien
by¢ zdolny do rotacji wobec plaszczyzny tworzonej przez
fragment H-N-C,, nalezacy do drugiej reszty aminokwaso-
wej, wspottworzacej to wigzanie. Tak jednak nie jest. Przy-
puszcza sig, Ze wigzanie to wystepuje w postaci dwoch ,re-
zonujacych” struktur (ryc. 3.2), pozostajgcych we wzajemnej
réwnowadze; wigzanie C-N przechodzi w C=N i odwrotnie.
Nie ma mozliwosci rotacji wzgledem osi C=N. Wigzanie pep-
tydowe jest wiec sztywne, ma cechy wigzania podwdjnego

wigzanie peptydowe
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Powstawanie wigzania peptydowego. Zaznaczono grupy funkcyjne uczestniczace w powstawaniu tego wigzania.
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Ryc. 3.2.

o konfiguracji trans. Tlen grupy C=0 i wodor grupy N-H sa
skierowane w przeciwne strony. Atomy C i O grupy C=0 oraz
atomy N i H grupy N-H wraz z sgsiednimi atomami C, leza
w jednej plaszczyznie. Wigzania pomigdzy atomami wskaza-
nymi na ryc. 3.2 dzielg kat pelny na trzy prawie rowne czesci.

Wigzanie peptydowe powstale z udzialem grupy imino-
wej proliny lub hydroksyproliny i grupy karboksylowej inne-
go aminokwasu wykazuje odmienng strukture. Azot grupy
iminowej jest trwale wbudowany w strukture pierscienia pi-
rolidynowego. Nie zawiera podstawnika wodorowego, nie ma
mozliwosci rotacji wzgledem wigzan powstatych z udziatem
tego azotu.

Aminokwasy uczestniczace w tworzeniu wigzania pepty-
dowego tracy fragmenty czasteczek: —~OH z grupy karboksylo-
wej i —H z grupy aminowej, ktore odtaczajg si¢ w postaci wody.
Dlatego aminokwasy zawarte w peptydach i biatkach nosza
nazwe reszt aminokwasowych (ryc. 3.3). Nazwy poszczegol-
nych reszt aminokwasowych nie s3 jednobrzmiace z nazwami
aminokwasow, chociaz zachowujg rdzenie tych nazw. Mozna
uzywa¢ zamiennie okreslen, np.: reszta proliny lub reszta pro-
lilowa, reszta lizyny lub reszta lizylowa, reszta histydyny lub
reszta histydylowa (ryc. 3.3). Niepoprawne natomiast s3 na-
zwy: reszta prolinowa, reszta lizynowa, czy reszta histydynowa.

Peptydy sa strukturami nierozgatezionymi. Posiadaja dwa
charakterystyczne konce. Na jednym z nich wystgpuje amino-
kwas z wolng grupa a-aminowg. Nosi on nazwe kofica amino-
wego lub konca N, a aminokwas bedacy nosnikiem tej grupy
nazywa sie aminokwasem N-kornicowym. Na drugim koncu
wystepuje aminokwas z wolng grupa a-karboksylowa. Nosi
on nazwe konca karboksylowego lub konca C, a aminokwas
bedacy nosnikiem tej grupy nosi nazwe aminokwasu C-kon-
cowego (ryc. 3.4).

Grupa karboksylowa aminokwasu C-kornicowego moze
wejs¢ w reakcje z grupa aminowg aminokwasu N-konicowego.
Ta droga peptyd liniowy przeksztalca si¢ w peptyd cykliczny,
nieposiadajacy konca aminowego, ani konca karboksylowego
(ryc. 3.4).
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Ryc.3.3.  Aminokwasy i reszty aminokwasowe — wzdr ogolny
i wybrane przyktady.

‘ reszta glutamylowa ‘

Wigzania peptydowe s3 do$¢ trwate. Rozpadajg si¢ dopie-
ro pod dzialaniem mocnych kwasow i zasad w podwyzszonej
temperaturze (np. w 6M HCl o temp. 110°C przez 24 godziny),
uwalniajac aminokwasy.
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3.2. Nazewnictwo peptyddéw

Nazwe peptydu rozpoczyna si¢ od nazwy reszty aminokwa-
su N-koncowego, wymienia si¢ nazwy kolejnych reszt ami-
nokwasowych, a konczy nazwa aminokwasu C-koncowego
w jej oryginalnym brzmieniu. Na przyklad dipeptyd ztozo-
ny z alaniny z wolng grupg -NH, (-NHj3) i seryny z wolng
grupa ~COOH (-COO") to alanyloseryna. Natomiast dipep-
tyd zlozony z tych samych aminokwasow, lecz potaczonych

T T
CH (@] CH CH, O
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H H H H
R v
Ala Ser Ser

alanyloseryna

seryloalanina

aminokwas
C-koncowy

Ryc.3.4. Peptyd liniowy (A) i peptyd cy-
kliczny (B) ztozony z 4 reszt aminokwasowych.

w odwrotnej kolejnoci, to seryloalanina (ryc. 3.5). Kolejnos¢
(sekwencje) aminokwaséw w peptydach zapisuje sie za po-
mocg symboli tréjliterowych lub jednoliterowych, opisanych
w rozdz. 2.1.6. Na przyklad tetrapeptyd o sekwencji amino-
kwasowej: Arg-Lys-Val-Leu (RKVL) to arginylolizylowalilo-
leucyna. Tetrapeptyd o sekwencji: Leu-Val-Lys-Arg (LVKR) to
leucylowalilolizyloarginina. Peptydom biologicznie waznym
przypisano odpowiednie nazwy zwyczajowe, wymienione
w dalszej czgsci tego rozdziatu.

Ryc.3.5. Alanyloseryna i seryloalanina
- rozne peptydy powstate z tych samych
aminokwasow: alaniny i seryny.
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3.3. Peptydy biologicznie aktywne
Glutation jest tripeptydem o nietypowej strukturze. Sktada sie
z trzech reszt aminokwasowych: glutaminianu, cysteiny i glicy-
ny. Aminokwasem N-koncowym jest glutaminian, ale sposob
polaczenia glutaminianu z cysteing jest nietypowy dla pepty-
dow i bialek. W wigzaniu tym nie uczestniczy bowiem grupa
a-karboksylowa glutaminianu, lecz jego grupa y-karboksylowa.
Glutation jest wigc y-glutamylocysteinyloglicyng. Wystepuje
w formie zredukowanej i utlenionej. Glutation zredukowany
posiada wolng grupe sulthydrylowa (-SH). Glutation utleniony
powstaje przez odlaczenie pary atoméw wodoru od grup —SH
dwdch czasteczek glutationu zredukowanego. Atomy siarki po-
zbawione wodoru wigzg sie ze sobg, tworzac mostek disiarczko-
wy, zwany takze mostkiem disulfidowym (ryc. 3.6). Zdolnos¢
glutationu do przechodzenia na przemian w stan utleniony
i zredukowany jest niezwykle wazna w procesach oksydacyjno-
-redukcyjnych, oméwionych w nastepnych rozdziatach.

Kininy. Kalidyna i bradykinina s3 odpowiednio: deka-
peptydem i nanopetydem. Roéznig sie tylko jednym amino-
kwasem (Lys), ktory wystepuje w kalidynie, a nie ma go w bra-
dykininie. Ich sktad i sekwencj¢ aminokwasowa przedstawiaja
ponizsze schematy:

kalidyna -

Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
bradykinina -

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

Kininy rozszerzaja naczynia krwiono$ne, kurczg migénie
gladkie przewodu pokarmowego.

Angiotensyna I jest dekapeptydem o nastepujacej se-
kwencji aminokwasowej:

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu

Odfaczenie dwdch ostatnich reszt aminokwasowych,
w postaci dipeptydu His-Leu, przeksztalca angiotensyne I
w bardzo aktywny oktapeptyd, zwany angiotensyna II:

Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe

Peptyd ten kurczy miesnie gladkie drobnych naczyn
krwionosnych, podnosi ci$nienie tetnicze, zwigksza site skur-
czu miesnia sercowego, nasila aktywno$¢ ukladu nerwowego
wspolczulnego, reguluje synteze i wydzielanie niektorych hor-
monow, uczestniczy w regulacji rownowagi wodno-elektroli-
towe;j.

Enkefaliny sg pentapeptydami wystepujacymi w mézgu.
Wykazuja silne dziatanie przeciwbdlowe. Sa to Met-enkefalina
i Leu-enkefalina. Roznig si¢ jedynie aminokwasem C-konco-
wym. Jest nim, odpowiednio, metionina lub leucyna.

Met-enkefalina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met
Leu-enkefalina

Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

SH y-Glu —Cys —Gly
o o oo L
| |l /
C—N—C—C—N— CH—C—0- |
@ ‘ ‘ ‘ ‘ v-Glu—Cys —Gly
(‘:H2 H H H
CH, Cys Gly
/O 2H 2H
HN —c‘: — L
H y-Glu— Cys — Gly
-
v-Glu

‘ v-glutamylocysteinyloglicyna

s

v-Glu — Cys —Gly

Ryc.2.6. A.Glutation: y-glutamylocysteinyloglicyna, B. Glutation zredukowany, C. Glutation utleniony.
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Ryc.3.7.  Oksytocyna i wazopresyna. Obecno$¢ mostka disiarczkowego pomiedzy resztami cysteiny w pozycji 4 i 9 sprawia, ze
fragment czasteczki peptydu ztozony z 6 reszt aminokwasowych wytwarza strukture pierscieniowa (cykliczna).

Endorfiny s3 peptydami wystepujacymi w przysadce
mozgowej. Podobnie jak enkefaliny wykazuja dzialanie prze-
ciwbdlowe.

Endorfina a zawiera 16 reszt aminokwasowych o sekwencji:

Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-Thr-Pro-
-Leu-Val-Thr

Endorfina { sklada sie z 31 reszt aminokwasowych. Frag-
ment tego peptydu, obejmujacy 16 reszt aminokwasowych
poczawszy od konca aminowego, jest identyczny z endorfing a.

Endorfina y zawiera 27 reszt aminokwasowych o sekwen-
cji odpowiadajacej endorfinie P, pozbawionej czterech reszt
aminokwasowych od strony konca karboksylowego.

Wszystkie endorfiny powstajg ze wspolnego prekursora.
Jest nim polipeptyd zwany lipotroping f, zawierajacy 91 reszt
aminokwasowych. Przez jego rozklad powstajg endorfiny.

Oksytocyna i wazopresyna sg nanopeptydami wy-
twarzanymi przez neurony podwzgérza, magazynowanymi
i uwalnianymi przez tylny plat przysadki mézgowej. Roznia
sie jedynie dwoma aminokwasami. Cysteina wystepujaca
w pozycji 4 i 9 wytwarza wewnatrzczasteczkowy mostek di-
siarczkowy (ryc. 3.7). Oksytocyna jest hormonem pobudza-
jacym czynnos$¢ skurczowa macicy w okresie porodu, wazo-
presyna (adiuretyna) pobudza resorpcje wody w kanalikach
nerkowych, a w dawkach farmakologicznych kurczy naczynia
krwionos$ne i podnosi ci$nienie tetnicze.

Inne peptydy. Peptydowy charakter majg takze inne
substancje aktywne biologicznie. W miesniach wystepuje kar-
nozyna — dipeptyd ztozony z B-alaniny i histydyny (p-ala-
nylohistydyna) oraz jej metylowa pochodna — anseryna (B-ala-
nylo-N-metylohistydyna), w ktérej atom azotu, zawarty
w pier$cieniu imidazolowym histydyny, jest nosnikiem gru-
py metylowej (ryc. 3.8). Przyjmujac zatozenie, iz peptyd/po-
lipeptyd zawiera do 100 reszt aminokwasowych, do peptydow
nalezy zaliczy¢ takze niektore hormony, takie jak: parathor-
mon, kalcytonina, glukagon, insulina, hormon adrenokorty-
kotropowy, gastryna, sekretyna czy cholecystokinina, opisane
w rozdz. 30. W tkankach i w ptynach ustrojowych wystepuje
wiele peptydow bedacych produktami rozpadu biatek. Sg one
metabolitami posrednimi, powstajacymi w procesie degra-
dacji bialek do wolnych aminokwaséw. Niektére z nich nie
ulegaja doszczgtnej degradacji, sa wydalane droga nerkowa.
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Ryc. 3.8. Karnozyna (-alanylohistydyna). Metylacja azotu
w pierscieniu imidazolowym histydyny zamienia karnozyne
w anseryne (B-alanylo-N-metylohistydyne).
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Oznaczanie sktadu aminokwasowego biatek, 20

Wigzania stabilizujgce strukture trzeciorzedowa, 26

Bialka sa wielkoczasteczkowymi produktami powstatymi
w wyniku interakcji grup a-karboksylowych aminokwaséw
z ich grupami a-aminowymi z powstaniem wigzan pepty-
dowych, opisanych w rozdz. 3.1. Nie ustalono powszechnie
akceptowane]j granicy pomiedzy peptydami i bialkami. Na
0gol przyjmuje si¢, ze produkt zawierajacy ponad 100 reszt
aminokwasowych i wykazujacy mase czasteczkowa powyzej

10 kDa jest biatkiem. W skfad jednego lanicucha biatkowego
wchodzi od 100 do 1000 (niekiedy wiecej) reszt aminokwa-
sowych. Masa czasteczkowa wigkszosci bialek waha sie od
10 do kilkuset kDa. Nieliczne bialka osiggaja mase czastecz-
kowa okofo 1000 kDa. Niektore z nich zawierajg po dwa do
kilku tancuchéw biatkowych. W wiekszosci biatek wystepuje
20 minokwas6w (rozdz. 2.1). Dwa dodatkowe (selenocysteina



4.1, Struktura pierwszorzedowa biatek

i pirololizyna) wystepuja tylko w nielicznych biatkach (rozdz.
2.2). Obecnos¢ tych 22 aminokwasow w bialkach jest zdeter-
minowana genetycznie.

Niektdre biatka zawieraja dodatkowo: hydroksyproline
(kolagen i elastyna), hydroksylizyne (kolagen) lub y-karbo-
ksyglutaminian (niektdre biatka osocza krwi). Obecno$¢ tych
3 aminokwasow w biatkach nie jest zdeterminowana gene-
tycznie. Powstaja one w wyniku hydroksylacji reszt proliny
i lizyny lub karboksylacji reszt glutaminianu wbudowanych
do prekursorowych postaci tych bialek (rozdz. 25.3).

Strukture bialek mozna rozpatrywaé na czterech ,po-
ziomach”. S3 to struktury: pierwszorzedowa, drugorzedowa,
trzeciorzedowa i czwartorzedowa. Trzy ostatnie sg okresla-
ne wspdlna nazwy: konformacja biatka. Pewne fragmenty
wspomnianych struktur sg powtarzalne w roznych bialkach,
co sugeruje, ze istnieja pewne zasady tworzenia i fatldowania
tancuchéw biatkowych. Istnieja takze biatka badz fragmenty
czasteczek biatkowych o strukturach niepowtarzalnych, spo-
tykanych tylko w jednym badz jedynie w nielicznych biatkach.

4.1.
biatek

Struktura pierwszorzedowa

Sekwencja, czyli kolejnos¢ aminokwaséw w fancuchu bial-
kowym, nosi nazwe struktury pierwszorzedowej biatka. Po-
szczegOlne aminokwasy wchodzace w sklad bialka sg pota-
czone kowalencyjnie poprzez wigzania peptydowe. Schemat
struktury pierwszorzedowej przedstawiono na ryc. 4.1.

W wigkszosci biatek wystepuje 20 aminokwaséw w rdz-
nych kombinacjach. Przy dtugosci fancucha odpowiadajacej
100 resztom aminokwasowym liczba mozliwych kombinacji
wynosi 20", Jest to liczba niewyobrazalnie wysoka, dlatego
w biatkach wystepuja tylko niektore teoretycznie mozliwe se-
kwencje aminokwasowe. Rozmieszczenie reszt aminokwaso-
wych wzdtuz tancucha polipeptydowego nie podlega zadnym
okresowosciom. Mozna jedynie stwierdzi¢, ze aminokwasy
zawierajace tancuchy boczne o charakterze kwasowym lub
zasadowym oraz aminokwasy zawierajace pierscienie aro-
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matyczne czesto wystepuja w skupieniach. Zdarza sig, ze
kilka reszt tego samego aminokwasu wystepuje obok siebie.
Sekwencja aminokwasowa jest zdeterminowana genetycznie.

Niektore biatka wykazuja duze podobienstwo (homo-
logi¢) sekwencji aminokwasowej. Bialka o homologicznej
sekwencji aminokwasowej zwykle petnig podobne funkeje.
Na przyklad trypsyna i chymotrypsyna, cechujace si¢ takim
podobienstwem, s3 enzymami proteolitycznymi (trawigcymi
biatka). Natomiast homologiczne wzgledem siebie fanicuchy o
i f hemoglobiny oraz w mniejszym stopniu mioglobiny wigza
tlen czasteczkowy.

Na przykladzie hemoglobiny wida¢ najlepiej, jak wazna
jest struktura pierwszorzedowa dla pelnienia przez biatko jego
funkcji fizjologicznej. Stwierdzono, iz zastgpienie chocby jed-
nego aminokwasu innym aminokwasem powoduje powsta-
nie hemoglobiny patologicznej. Opisano ponad 400 takich
hemoglobin. Ponizej przedstawiono pordéwnanie sekwen-
cji aminokwasowej fragmentéw N-koncowych fancucha f
prawidtowej hemoglobiny ludzkiej; hemoglobiny A (Hb.A)
i dwdch hemoglobin patologicznych: hemoglobiny S (Hb.S)
i hemoglobiny C (Hb.C):

Hb.A. Val-His-Leu-Thr-Pro-Glu-Glu-Lys...
Hb.S Val-His-Leu-Thr-Pro-Val-Glu-Lys. ..
Hb.C Val-His-Leu-Thr-Pro-Lys-Glu-Lys...

W pozycji szostej Hb.A wystepuje glutaminian (Glu). Po-
zostate hemoglobiny: Hb.S i Hb.C réznig si¢ od Hb.A jednym
aminokwasem. W pozycji szostej zamiast glutaminianu wy-
stepuje inny aminokwas, odpowiednio walina (Val) lub lizyna
(Lys). Ta pozornie niewielka zmiana jest przyczyng powaz-
nych nastepstw biologicznych. Krwinki czerwone, obarczone
tak zmieniong hemoglobina, majg nietypowy ksztalt, zyja
krdcej, sa bardzo podatne na hemolize. Stan ten prowadzi do
obnizenia liczby erytrocytéw we krwi. Produkty ich rozpadu
s3 wychwytywane przez watrobe i $ledziong, prowadzac do
powiekszenia tych narzadéw. We krwi roénie stezenie biliru-
biny, ktéra jest produktem rozpadu hemu zawartego w hemo-
globinie (rozdz. 22.3). Rozwija si¢ stan chorobowy okreslany
mianem niedokrwistosci (anemii) hemolityczne;.

Kolejnym przykltadem sa powazne skutki minimalnych
zmian w sekwencji aminokwasowej w kolagenie tkanki kostnej.
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Ryc. 4.1.

Struktura pierwszorzedowa biatka. Symbolem R oznaczono taricuchy boczne kolejnych aminokwaséw.
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Zastgpienie pojedynczych reszt glicyny przez inny amino-
kwas: argining, cysteing, seryne czy alaning zaburza tworzenie
struktury przestrzennej kolagenu, a w konsekwencji wprowa-
dza ogromne deformacje szkieletowe. Rozwija sie zespot cho-
robowy zwany wrodzona famliwos$cig kosci (osteogenesis im-
perfecta), cechujacy sie drastycznym obnizeniem odporno$ci
mechanicznej tkanki kostnej, sktonnoscig do ztaman i utrud-
nionym gojeniem si¢ ran kostnych.

Niektore grupy hydroksylowe seryny i hydroksylizyny
oraz azot grupy amidowej asparaginy sa miejscem wigzania
sktadnikéw cukrowych, zaréwno cukréw prostych, jak i krot-
kich oligosacharydow lub dtugich tancuchéw polisacharydo-
wych. Tak zmodyfikowane biatka nosza nazwe glikoprotein.
Grupy hydroksylowe reszt seryny, tyrozyny i treoniny moga
by¢ estryfikowane kwasem ortofosforowym. Niektore grupy
e-aminowe lizyny moga wigzac grupy metylowe (metylacja).

4.1.1. Oznaczanie sktadu
aminokwasowego biatek

Pierwszym etapem w poznawaniu struktury pierwszorzedo-
wej biatka jest wydzielenie go z materiatu biologicznego w sta-
nie wysoko oczyszczonym i poddanie hydrolizie w Srodowisku
kwasnym (zwykle w 6M HCIl), w temperaturze 110°C, przez
24 godziny. W tych warunkach nastepuje hydrolityczny roz-
ktad wigzan peptydowych. Biatko rozpada si¢ na wolne ami-
nokwasy. Niektore aminokwasy ulegaja czesciowej degradacji
podczas hydrolizy kwasowej. Dochodzi do rozpadu wigzan
amidowych w glutaminie i asparaginie z uwolnieniem amo-
niaku. Wspomniane aminokwasy przeksztalcaja si¢ (odpo-
wiednio) do glutaminianu i asparaginianu. Ponadto hydroliza
kwasowa prowadzi do rozpadu wiekszoéci tryptofanu.
Aminokwasy zawarte w hydrolizacie biatkowym moga
by¢ rozdzielone metoda chromatografii jonowymiennej. Od-
parowany hydrolizat (wolny od HCI) rozpuszcza si¢ w buforze
o niskim pH, nadajagcym wszystkim aminokwasom tadunek
dodatni (kationowy). Probke hydrolizatu nanosi si¢ na ko-
lumne wypelniong zywica jonowymienna, bedaca nosnikiem
tadunkéw ujemnych, zwigzanych z fazg staly. Zywica taka
nosi nazwe kationitu, poniewaz wigze kationy. Ujemnie nata-
dowane grupy kationitu wigza dodatnio naladowane amino-
kwasy. Poszczegdlne z nich, zaleznie od posiadanego fadunku
elektrycznego, wiaza sie z rézng sila i mogg by¢ wyplukiwa-
ne z kolumny roztworami o rosnacej sile jonowej i rosnacym
pH. W miare wzrostu pH aminokwasy tracg protony najpierw
z grup a-karboksylowych, nastgpnie z tancuchéw bocznych
i na koncu z uprotonowanych grup a-aminowych (-NH3).
Stopniowo zmienia si¢ ich sumaryczny fadunek elektryczny.
Kation aminokwasowy przeksztalca sie w jon obojnaczy, a ten
po odlaczeniu kolejnego protonu uzyskuje tfadunek ujemny.
W miare przechodzenia aminokwasu z formy kationowej,
poprzez jon obojnaczy, w posta¢ anionowa stopniowo malejg
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Ryc.4.2. Budowa i funkcjonowanie analizatora
aminokwasowego.

i zanikajg sity przyciagania elektrostatycznego pomiedzy ka-
tionitem a aminokwasem. Nastepuje uwolnienie aminokwasu
z zywicy. Kazdy aminokwas wigze si¢ z okreslong sila i wy-
plukuje z zywicy roztworem o okreslonym pH i odpowiedniej
sile jonowe;.

Rozdzielone aminokwasy, wyptukiwane z kolumny, prze-
plywaja przez reaktor kapilarny, do ktérego doptywa roz-
twor ninhydryny. Zwigzek ten tworzy intensywnie niebie-
ski produkt z wigkszoscia aminokwasow oraz z6tty produkt
z iminokwasami (proling i hydroksyproling). Ilos¢ kazdego
aminokwasu jest oznaczana kolorymetrycznie drogg pomia-
ru absorpcji $wiatta przez produkty interakcji aminokwasow
z ninhydryng. Warto$¢ absorpcji jest rejestrowana graficznie
lub bezposrednio zapisywana w pamigci komputera. Kazdy
szczyt absorpcji, zarejestrowany na ruchomej tasmie, odpo-
wiada jednemu aminokwasowi. Powierzchnia kazdego szczy-
tu jest proporcjonalna do zawartosci okreslonego aminokwa-
su w hydrolizacie.

Jezeli znany jest ciezar czasteczkowy bialka, mozna wy-
razi¢ jego sklad aminokwasowy w liczbach poszczegdlnych
aminokwaséw w jednej czasteczce biatka lub w molach po-
szczegdlnych aminokwaséw w jednym molu biatka. Jezeli cig-
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zar czasteczkowy nie jest znany, mozna jedynie przedstawi¢
wzajemne relacje ilosciowe pomiedzy poszczegdlnymi ami-
nokwasami. Zazwyczaj podaje si¢ liczbe reszt poszczegdlnych
aminokwasow w przeliczeniu na 1000 reszt aminokwasowych.
Pomiaru skfadu aminokwasowego hydrolizatow biatkowych
dokonuje analizator aminokwasowy, ktorego schemat przed-
stawiono na ryc. 4.2.

4.1.2. Ustalanie sekwencji aminokwasowej

Sekwencje aminokwasowg ustala si¢ metoda Edmana z uzy-
ciem automatycznego analizatora (sekwenatora). Czynnos¢ te
nazywa sie sekwencjonowaniem biatka. Fenyloizotiocyjanian
(ryc. 4.3), zwany odczynnikiem Edmana, wiaze si¢ z grupa
aminowg aminokwasu N-koncowego w lekko alkalicznym
$rodowisku. Powstajaca pochodna fenyloizotiocyjanianowa
powoduje destabilizacje N-koncowego wigzania peptydowe-
go, ktore moze by¢ poddane wybiodrczej hydrolizie kwasowej
w warunkach, w ktorych nie rozpadaja si¢ inne wigzania pep-
tydowe. Nastepuje skrocenie fancucha peptydowego o jedna
reszte aminokwasowa. Odlaczenie aminokwasu N-konicowego
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udostepnia kolejng reszte aminokwasowa do reakcji z odczyn-
nikiem Edmana i prowadzi do destabilizacji nastepnego wig-
zania peptydowego, ktdre staje sie podatnym na hydrolize itd.
Poprzez kolejne cykle reakcji mozna odfgczac i identyfikowaé
nastepne reszty aminokwasowe. Proces ten jest zautomatyzo-
wany, wielokrotnie powtarzany. W kazdym cyklu odfgcza si¢
jeden aminokwas w formie pochodnej fenylotiohydantoino-
wej (ryc. 4.3). W ten sposob mozna ustali¢ sekwencje tancu-
cha polipeptydowego zawierajacego do 100 reszt aminokwa-
sowych.

Jednak wiekszo$¢ fancuchéw biatkowych sklada sie z po-
nad 100 aminokwasow. Tak dtugie tancuchy nie mogg by¢ se-
kwencjonowane w sposéb bezposredni. Musza by¢ najpierw
poddane fragmentacji na krétsze odcinki poprzez wybidrczy
rozklad niektérych wigzan peptydowych. Rozdziela si¢ po-
wstale peptydy i oznacza sekwencje aminokwasowg kazdego
z nich. Nastepna czynnoscig jest ustalenie kolejnosci, w jakiej
te peptydy wystepuja w tancuchu biatkowym poddanym frag-
mentacji.

Fragmentacja enzymatyczna. Trypsyna (enzym pro-
teolityczny soku trzustkowego) w sposob wybidrczy trawi
wigzania peptydowe powstale z udzialem grup karboksylo-

N-koricowy fragment peptydu

I
C

1. hydroliza N-koncowego wiazania peptydowego
2. odfgczenie aminokwasu N-koricowego w postaci

T
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Ryc.4.3. Oznaczanie sekwencji aminokwa-
sowej metoda Edmana. Wskazano wigzanie
peptydowe, ktére stato sie niestabilne w wyni-
ku przytaczenia fenyloizotiocyjanianu.
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Ryc. 4.4.

wych lizyny i argininy. Efektem dziatania trypsyny jest frag-
mentacja fanicucha biatkowego na krotsze odcinki. Lancuch
biatkowy rozpada si¢ na n+1 peptydow, gdzie n oznacza liczbe
wigzan peptydowych, podatnych na dzialanie trypsyny. Kazdy
z powstalych peptydéw moze by¢ wydzielony z mieszaniny
i poddany odregbnemu sekwencjonowaniu.

Zasade tej procedury najlatwiej jest wyjasnic¢ na przykta-
dzie niewielkiego peptydu. Ryc. 4.4 ilustruje fragmentacje
peptydu X zlozonego z 14 nieznanych reszt aminokwasowych
i sekwencjonowanie powstalych produktéw. Trypsyna rozklada
dwa wigzania peptydowe, prowadzac do rozpadu peptydu X na
trzy krotsze peptydy: A, B i C. Kazdy z nich poddano sekwen-
cjonowaniu metoda Edmana. Stwierdzono, ze peptyd A ma
sekwencje: Val-Gly-His-Ser-Lys, peptyd B: Leu-Ala-Met-Arg,
a peptyd C: Thr-Cys-Tyr-Glu-Gly. Jednak poznanie sekwencji
tych krotkich peptydéw nie pozwala na stwierdzenie, w jakiej
kolejnosci sg one rozmieszczone w wyjsciowym peptydzie X.
Fragmenty te moga bowiem wystepowaé w szesciu roznych
kombinacjach: ABC, ACB, BAC, BCA, CAB lub CBA. Do roz-
strzygniecia tego problemu konieczne jest przeprowadzenie
fragmentacji peptydu X inng metoda i poznanie sekwencji
aminokwasowej powstatych produktow.

Fragmentacja chemiczna. Bromocyjan rozktada wia-
zania peptydowe powstate z udziatem grup karboksylowych
metioniny. Prowadzi do rozkladu fanicucha biatkowego na
n+1 fragmentow, gdzie n oznacza liczbe reszt metioniny wy-
stepujacych w fanicuchu biatkowym.

Naryc. 4.5 przedstawiono uproszczony schemat fragmen-
tacji wyzej wspomnianego peptydu X, zlozonego z 14 reszt
aminokwasowych i sekwencjonowania powstatych produk-

1. fragmentacja trypsyna
2. oznaczanie sekwenciji

fragment A

fragment B

fragment C

Fragmentacja peptydu trypsyng w celu uzyskania krétkich odcinkdw nadajacych sie do sekwencjonowania.

tow. Bromocyjan rozklada jedno wigzanie peptydowe, pro-
wadzac do rozpadu peptydu X na dwa peptydy Y i Z. Ozna-
cza to, iz peptyd X zawiera tylko jedng reszte metionylowa.
Kazdy z powstatych peptydéw zostal wydzielony z mieszaniny
i poddany odrebnemu sekwencjonowaniu metoda Edmana.
Stwierdzono, ze peptyd Y ma sekwencje: Val-Gly-His-Ser-Lys-
-Leu-Ala-Met, a peptyd Z sekwencje: Arg-Thr-Cys-Tyr-Glu-
-Gly. Nie pozwala to jednak na stwierdzenie, w jakiej kolejno-
$ci fragmenty te s3 rozmieszczone w wyjsciowym peptydzie X.
Moga one bowiem wystepowa¢ w dwdch réznych kombina-
cjach: YZ lub ZY.

Jak wynika z powyzszych rozwazan, metoda Edmana
umozliwia poznanie sekwencji aminokwasowej fragmentow
tancucha biatkowego, lecz nie pozwala na ustalenie, w ja-
kiej kolejnosci fragmenty te sa utozone w czasteczce biatka.
Poznanie tej kolejnosci wymaga zastosowania co najmniej
dwoch réznych technik fragmentacji, oznaczenia sekwencji
aminokwasowej kazdego z powstatych peptydow i przeprowa-
dzenia nastgpujacej analizy myslowe;.

Lancuch X pod dziataniem bromocyjanu rozpada si¢ na
peptyd Y i Z. Sekwencja aminokwasowa peptydu Y, powsta-
tego pod dzialaniem bromocyjanu, pokrywa sie z sekwencja
peptydu A, powstatego pod dziataniem trypsyny, a dodatkowo
peptyd Y jest przedtuzony od strony konca karboksylowego
o sekwencj¢ Leu-Ala-Met, ktora wystepuje w peptydzie B od
strony jej korica aminowego. Oznacza to, iz peptyd B wystepuje
po peptydzie A. Peptyd B od strony konica karboksylowego jest
zakonczony Arg, ktéra jest aminokwasem N-koncowym w pep-
tydzie Z. W tancuchu Z, po N-koncowej Arg, wystepuja kolej-
no Thr-Cys... itd. — aminokwasy wystepujace w peptydzie C.
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Ryc.4.5. Fragmentacja peptydu bromocyjanem w celu uzyskania krétkich odcinkéw nadajacych sie do sekwencjonowania.

Z powyzszych rozwazan wynika, iz fragmenty fancucha X,
powstale przez degradacje trypsyna, sa utozone w kolejnosci:
A, B, C, a peptydy powstate pod dzialaniem bromocyjanu —
w kolejnosci Y, Z. Oznacza to, iz tancuch X cechuje sie naste-
pujaca sekwencja aminokwasowa:

Val-Gly-His-Ser-Lys-Leu-Ala-Met-Arg-Thr-Cys-Tyr-Glu-Gly

Opisane techniki pozwalaja na sekwencjonowanie tan-
cuchow biatkowych zawierajacych nawet ponad 1000 reszt
aminokwasowych.

4.2, Struktura drugorzedowa biatek

Struktura drugorzedowa biatka jest to sposob przestrzennego
rozmieszczenia faicucha polipeptydowego. Moze by¢ badana
metodami dyfrakcji promieni X. Promienie te ulegaja roz-
proszeniu lub ugieciu przez elektrony otaczajace kazdy atom.
Najsilniej uginaja promienie X atomy o duzej gestosci elektro-
nowej, natomiast najstabiej — atomy o matej gestosci elektro-
nowej, np. atomy wodoru.

Jak opisano w rozdz. 3.1, wigzanie peptydowe ma pewne
cechy wigzania podwdjnego. Nie ma mozliwosci rotacji fancu-
cha wzgledem osi C-N ze wzgledu na tendencje tego wigzania
do przechodzenia w posta¢ C=N. Atomy Ci O grupy C=0 oraz
atomy N i H grupy N-H (uczestniczace w tworzeniu wigzania
peptydowego) wraz z sasiednimi atomami C, tworzg jedna
plaszczyzne. Tlen grupy C=0 i wodér grupy N-H znajduja
sie wzgledem siebie w pozycji trans. Z tych wzgledow szkie-

let fanicucha biatkowego moze by¢ przedstawiony jako szereg
sztywnych plaszczyzn oddzielonych od siebie grupami CH-R
(ryc. 4.6).

4.2.1. Helisaa

Najczesciej spotykang postacia struktury drugorzedowej bial-
ka jest helisa a (ryc. 4.6). Jest to specyficzna forma spirali.
Na jeden skret helisy a przypada 3,6 reszt aminokwasowych.

®7 farcuch boczny . \vigzanie wodorowe

Ryc. 4.6. Struktura helisy a



Biatka

Na zewnatrz ,,sterczg” fanicuchy boczne aminokwasow, ozna-
czone na ryc. 4.6 symbolem R. Swiatlo wewnetrzne spirali
jest znikomo mate. Skok spirali wynosi 0,54 nm, a odlegtos¢
osiowa dwoch reszt aminokwasowych - 0,15 nm. Taki uklad
wyroznia si¢ od innych struktur spiralnych tym, ze pozwala
na tworzenie wewnatrzlancuchowych, miedzyzwojowych
wigzan wodorowych. W helisie a wigzanie wodorowe po-
wstaje pomiedzy atomem wodoru, zawartym w grupie N-H
jednego wigzania peptydowego, a tlenem grupy C=0, naleza-
cej do czwartego z kolei aminokwasu, wedlug zasady n + 4,
gdzie n oznacza numer kolejny reszty aminokwasowej, liczac
od konca aminowego. Atom wodoru zwigzany kowalencyjnie
z atomem azotu w grupie N-H jest rownoczes$nie przyciggany
przez elektroujemny atom tlenu zawarty w grupie C=0. Taki
uktfad przestrzenny stwarza mozliwos¢ oddziatywan elektro-
statycznych, zapewniajagcych maksymalng site wigzan wo-
dorowych. Kazde wigzanie peptydowe fanicucha biatkowego
objetego strukturg helisy a uczestniczy w tworzeniu wigzan
wodorowych. Nie dotyczy to wigzan powstatych z udziatem
grup iminowych proliny.

Polipeptydy otrzymane drogg syntezy przyjmuja samoist-
nie strukture helisy a. We wszystkich biatkach zbudowanych
z L-aminokwasow helisa a jest prawoskretna. Polipeptydy
otrzymane drogg syntezy z D-aminokwaséw takze tworza
strukture helisy a, natomiast polipeptydy otrzymane z race-
matéw aminokwasowych nie maja tej zdolnosci.

Zageszczenie aminokwasow, ktorych fancuchy boczne
s3 no$nikami fadunkoéw elektrycznych (Glu, Asp, His, Lys
lub Arg), destabilizuje helis¢ a ze wzgledu na oddzialywania
elektrostatyczne pomiedzy grupami obdarzonymi tadunkiem.
Ponadto aminokwasy z duzym (np. tryptofan) lub rozgalezio-
nym (np. walina czy izoleucyna) faicuchem bocznym takze
destabilizujg te strukture. Obecnos¢ proliny w tancuchu bial-
kowym powoduje znieksztalcenie helisy a, gdyz azot wbu-
dowany do pierécienia pirolidynowego zaburza geometrie
wigzania peptydowego. Ponadto reszta prolilowa wbudowa-
na do biatka w pozycji n nie ma grupy N-H, a tym samym
nie uczestniczy w tworzeniu wigzania wodorowego z grupa
C=0 reszty aminokwasowe]j wystepujacej w pozycji n+4 (ryc.
4.7). W tym miejscu nastgpuje zagiecie tancucha biatkowego.

Z badan nad syntetycznymi polipeptydami wynika, ze po-
limery niektérych aminokwaséw nie moga w ogole wytwarzaé
helisy a. Dotyczy to aminokwaséw o fancuchach polarnych
obdarzonych fadunkiem elektrycznym, aminokwaséw o tan-
cuchach rozgalezionych oraz iminokwaséw: proliny i hydro-
ksyproliny.

Polilizyna w roztworze obojetnym zamiast helisy a wy-
twarza strukture o przypadkowym ukfadzie przestrzennym,
zwang ,.ktebkiem statycznym”. Dzieje si¢ tak dlatego, iz w pH 7
wszystkie fancuchy boczne lizyny s3 naladowane dodatnio.
Nosnikami tego fadunku s3 uprotonowane grupy e-aminowe
(-NHj3) tego aminokwasu. Miedzy nimi dziatajg sity odpycha-
nia elektrostatycznego, uniemozliwiajace powstanie migdzy-
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Ryc.4.7. Porownanie wigzan peptydowych powstatych

z udziatem dwoch a-aminokwasow: Ala i Ser (A) oraz a-amino-
kwasu Ala i iminokwasu Pro (B). Zwraca uwage brak H przy atomie
N —wbudowanym w strukture pierscienia pirolidynowego proliny.

zwojowych wigzan wodorowych. Jednak w pH 12 grupy -NH;3
odlaczaja protony, przechodzac w elektrycznie obojetne grupy
-NH,. Zanikajg sity odpychania elektrostatycznego pomiedzy
tanicuchami bocznymi i polilizyna przyjmuje postac helisy a.

Poliglutaminian zachowuje si¢ podobnie do polilizyny.
W roztworze obojetnym tworzy klebek statyczny, a w pH 2
- helis¢ a. Dzieje si¢ tak dlatego, poniewaz w pH 7 wszyst-
kie fancuchy boczne glutaminianu s3 naladowane ujemnie.
Nosnikami tego tadunku sg zdysocjowanie grupy y-karbo-
ksylowe (-COO") tego aminokwasu. Miedzy nimi dzialajg sily
odpychania elektrostatycznego, uniemozliwiajace powstanie
miedzyzwojowych wigzan wodorowych. Jednak w pH 2 grupy
-COO™ wigzg protony, przechodzac w elektrycznie obojetne
grupy —COOH. Zanikajg sily odpychania elektrostatycznego
pomiedzy taricuchami bocznymi i poliglutaminian przyjmuje
postac helisy a.

Poliizoleucyna nie tworzy helisy a, gdyz rozgaleziony
tancuch boczny stwarza przeszkode przestrzenng w zblizeniu
si¢ grup C=0 i N-H na odleglo$¢ umozliwiajaca powstanie
miedzyzwojowych wigzan wodorowych. Przeszkoda taka nie
zachodzi w przypadku polileucyny, gdyz miejsce rozgalezienia
tancucha bocznego leucyny jest dalej polozone w stosunku do
wegla a.

Poliseryna takze nie tworzy struktury helisy a, gdyz gru-
py —OH, zawarte w lanicuchach bocznych reszt serylowych,
uczestniczg w tworzeniu innych (konkurencyjnych) wigzan
wodorowych.



4.2, Struktura drugorzedowa biatek

Obecno$¢ aminokwasow destabilizujacych i znieksztatca-
jacych sprawia, iz struktura helisy a nie jest ciggla. Na przy-
ktad a-keratyna (biatko wystepujace we wlosach, paznokciach
i w powierzchniowe]j warstwie naskorka) jest niemal catko-
wicie objeta strukturg helisy a, natomiast hemoglobina tylko
w 80%, a lizozym (enzym trawiacy $ciany polisacharydowe
komoérek bakteryjnych) jedynie w 25%. Kolagen i elastyna
(biatka obfitujace w proling i hydroksyproling) nie s3 w ogéle
zdolne do wytwarzania helisy a.

4.2,2. Struktura 3

Struktura B zwana jest takze struktura pofatdowanej kartki
lub strukturg harmonijki B. Laicuch biatkowy o strukturze
jest bardziej rozciagnigty w kierunku osiowym niz fancuch
o strukturze helisy a. Odlegto$¢ dwdch sasiednich reszt ami-
nokwasowych jest ponad dwukrotnie wigksza niz w tancuchu
o strukturze helisy a i wynosi okoto 0,35 nm. W bialkach
o strukturze B nie wystepuja wewnatrzlanicuchowe wigzania
wodorowe pomigdzy grupami C=0 (aminokwasu n) i grupa-
mi N-H (aminokwasu n + 4). Wigzania takie powstaja nato-
miast pomiedzy grupami C=0 i N-H sasiednich fancuchéw
i s3 usytuowane poprzecznie do ich dlugiej osi (ryc. 4.8).

Wigzanie peptydowe jest tak skonstruowane, iz atomy
grup C=0 i N-H oraz dwa s3siednie atomy wegla tworzg jedna
plaszczyzne. Wegiel a kazdej reszty aminokwasowej jest miej-
scem styku tych plaszczyzn. Z tych wzgledéw biatko o struk-
turze P moze by¢ traktowane jako uklad sztywnych plaszczyzn
ustawionych wzgledem siebie pod pewnym katem. Dlatego
zasadne jest nazywanie tej formy przestrzennej biatka struk-
turg pofatdowanej kartki lub struktura harmonijki p (ryc. 4.8).

Strukture p wykazuja np. fibroina jedwabiu lub p-keraty-
na, powstajaca przez rozciagniecie fancuchéw a-keratyny pod
dzialaniem rozgrzanej pary wodnej. Rozciagnigcie wiokien
(wloséw, welny) jest skutkiem rozerwania wewnatrzlancu-
chowych wigzan wodorowych, wystepujacych w a-keratynie
i zastgpienie ich miedzylancuchowymi wigzaniami wodoro-
wymi wystepujacymi w 3-keratynie.

W tworzeniu struktury B uczestnicza zazwyczaj dwa
lub wigcej fancuchéw biatkowych. Ich przebieg moze by¢
paralelny (réwnolegly), gdy konce aminowe i karboksylowe
kazdego z tanicuchow sa skierowane w te sama strong, lub
antyparalelny (przeciwréwnolegly), gdy wspomniane konce
poszczegolnych tanicuchow sa skierowane w przeciwne stro-
ny (ryc. 4.9).

Lancuchy biatkowe o strukturze p czesto tworzg zagigcia,
ktore zmieniajg kierunek przebiegu dtugiej osi czasteczki na
przeciwstawny. Dzigki temu struktura fp moze powstawac tak-
ze w obrebie jednego tancucha, gdy poszczegolne jego odcinki
przebiegaja rownolegle wzgledem siebie i wytwarzaja miedzy
soba wigzania wodorowe (ryc. 4.10). Wspomniane zagiecia
umozliwiaja upakowanie tanicucha biatkowego w zwarta postaé
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Ryc.4.8. Struktura 3. Liniami kropkowanymi zaznaczono
miedzytaricuchowe wigzania wodorowe. Symbole R oznaczaja
fancuchy boczne reszt aminokwasowych. Przedstawiono ukfad
wzajemny sgsiadujgcych plaszczyzn.
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Ryc.4.9. Paralelny (A) i antyparalelny (B) uktad taricuchow
biatkowych objetych struktura 3, zespolonych wigzaniami
wodorowymi.

Ryc.4.10. Struktura 3 wytworzona w obrebie jednego
tancucha biatkowego.
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globularng (o ksztalcie zblizonym do kuli). W miejscach za-
giecia tancuchow o strukturze p czesto wystepuja: prolina, gli-
cyna oraz aminokwasy z faricuchami bocznymi obdarzonymi
tadunkiem elektrycznym. Zagigcia te lokalizujg si¢ z reguty na
powierzchni czasteczek bialkowych.

4.2.3. Struktury niepowtarzalne

W przyblizeniu potowa biatek globularnych jest skonstru-
owana w ten sposob, iz cale czasteczki badz ich fragmenty sa
objete strukturg helisy a lub strukturg B, badz obie struktury
wystepuja naprzemiennie w roznych fragmentach tej samej
czasteczki. Sg to struktury powtarzalne, wystepujace w roz-
nych biatkach.

Pozostate biatka lub fragmenty ich czasteczek maja struk-
ture drugorzedowa mniej uporzadkowang, niepowtarzalna,
specyficzng dla pojedynczych badz jedynie nielicznych bialek.
Nie oznacza to jednak, ze struktura ta jest zupetnie chaotycz-
na. Jest po prostu mniej regularna. Lancuchy biatkowe two-
rz3 rézne, niepowtarzalne ukfady przestrzenne, swoiste dla
okreslonych biatek (petle, klebki i inne). Niekiedy struktury
niepowtarzalne wystepuja na przemian z helisg a i struktura
w obrebie tej samej czasteczki biatkowej.

4.3. Struktura trzeciorzedowa biatek
Struktura trzeciorzedowa okresla sposéb wtérnego, trojwy-
miarowego pofaldowania czasteczki biatka z zachowaniem
wyzej opisanych elementow struktury drugorzedowej. Sposob
przestrzennego upakowania czasteczki biatka jest zdetermi-
nowany przez jego strukture pierwszorzedowa (a posrednio
takze przez drugorzedows). Struktura trzeciorzedowa jest
stabilizowana poprzez interakcje fancuchéw bocznych reszt
aminokwasowych, zaréwno poprzez wigzania kowalencyjne
(mostki disiarczkowe), jak i wigzania niekowalencyjne o ni-
skiej energii (wigzania wodorowe).

Struktura bialek globularnych w roztworach wodnych
jest zwarta. Hydrofobowe tancuchy boczne reszt aminokwa-
sowych sa ukryte we wnetrzu czasteczki, podczas gdy gru-
py hydrofilowe s3 zwykle usytuowane na jej powierzchni.
Wszystkie grupy polarne (takze te ukryte wewnatrz czaste-
czek) wraz z elementami skladowymi wigzan peptydowych
uczestniczg w tworzeniu wigzan wodorowych i oddzialywan
elektrostatycznych. Struktura helisy o i struktura  wytwarza-
ja maksymalna liczbe wiazan wodorowych, przez co zmniej-
szaja mozliwo$¢ dostania si¢ wody do hydrofobowego wnetrza
czasteczki biatka.

Istnienie struktury trzeciorzedowej jest mozliwe dzigki
istnieniu wigzan, ktore zespalaja odlegte od siebie liniowo

reszty aminokwasowe. Dzigki zagieciom tancucha biatkowego
jego fragmenty odlegle od siebie o kilkanascie, kilkadziesiat
(lub wigcej) reszt aminokwasowych staja si¢ bliskie prze-
strzennie. Moga reagowac ze sobg, tworzac poprzez nizej opi-
sane wigzania stabilizujgce strukture trzeciorzedows.

4.3.1. Wiazania stabilizujgce strukture
trzeciorzedowa

Mostki disiarczkowe sa wigzaniami kowalencyjnymi, wy-
tworzonymi przez grupy sulthydrylowe (-SH) dwoch reszt
cysteinylowych. Odlaczenie pary atoméw wodoru od dwdch
grup -SH prowadzi do wytworzenia mostka disiarczkowe-
go (-S-S-), ktory tworzy ,klamre” zespalajaca dwie odlegte
reszty cysteiny. W ten sposob dwie reszty cysteinylowe prze-
ksztafcaja si¢ w jedng reszte cystynylowa (ryc. 4.11). Reszty
cysteiny, uczestniczace w tworzeniu mostka disiarczkowego,
s3 zazwyczaj bardzo oddalone od siebie i oddzielone wielo-
ma resztami innych aminokwaséw. Pofaldowanie (zagiecia)
tancucha polipeptydowego sprawia, ze reszty te zblizaja si¢
na odleglos¢ pozwalajaca na interakcje grup —SH i wytwo-
rzenie wigzania kowalencyjnego pomiedzy atomami siarki
(ryc. 4.12). Mechanizm ten utrwala strukture trzeciorzedowa.
Mostki disiarczkowe wystepuja szczegolnie licznie w biatkach
wydzielanych poza komoérke. Prawdopodobnie chronig biatko
przed denaturacjg w srodowisku pozakomérkowym.
Wiazania hydrofobowe. W §rodowisku wodnym reszty
aminokwasowe z niepolarnymi faicuchami bocznymi maja
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Ryc.4.11. Powstawanie mostka disiarczkowego pomiedzy
dwiema resztami cysteiny.
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Ryc.4.12. Mostek disiarczkowy faczacy odlegte od siebie reszty
cysteiny, stabilizujacy strukture trzeciorzedowa.

tendencje do lokalizacji w glebi czasteczki biatkowej i do
asocjacji z innymi aminokwasami niepolarnymi (ryc. 4.13),
natomiast reszty aminokwasowe z tancuchami polarnymi
zajmuja miejsce na powierzchni czasteczki. W $rodowisku
lipidowym (niepolarnym), jakie stwarzajg btony biologiczne,
wystepuje zjawisko odwrotne. Hydrofobowe tancuchy boczne
aminokwasow lokujg sie na powierzchni czgsteczki biatkowej,
wchodzac w kontakt z hydrofobowymi lipidami, podczas gdy
tancuchy hydrofilne kieruja sie do wnetrza czasteczki, unika-
jac kontaktu z lipidami.

Wigzania wodorowe. Laficuchy boczne aminokwasow
zawierajace wodor zwigzany z tlenem lub z azotem, jak grupa
-OH seryny i treoniny lub grupa —-NH, lizyny czy argininy,
moga tworzy¢ wigzania wodorowe z tlenem grup karbonylo-
wych wigzan peptydowych lub z tlenem grup karboksylowych
(ryc. 4.14). Te same grupy moga tworzy¢ wigzania wodorowe
zwoda, dzigki czemu czasteczka bialka pokrywa sie plaszczem
wodnym. Zjawisko to nosi nazwe hydratacji biatek. Nadaje to
biatku rozpuszczalnos¢ w srodowisku wodnym.

wigzanie
hydrofobowe

Ryc.4.13. Wigzanie hydrofobowe pomiedzy fancuchami
bocznymi leucyny i izoleucyny.
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Ryc.4.14. Wigzanie wodorowe (A) i wigzanie jonowe (B)
pomiedzy tarncuchami bocznymi reszt aminokwasowych.

Wigzania jonowe. Ujemnie natadowane grupy karbo-
ksylowe (-COO”) w lancuchach bocznych asparaginianu
i glutaminianu mogg reagowac z dodatnio naladowana gru-
pa aminowg (-NH;) zawartg w faricuchu bocznym lizyny lub
z dodatnio natadowang grupg guanidynows (ryc. 4.14) zawar-
ta w fanicuchu bocznym argininy.

Domeny biatkowe. Ze strukturg trzeciorzedowg bialek
wigze sie pojecie domen biatkowych. Domena jest wydzielo-
nym, zwartym fragmentem struktury trzeciorzedowej, pel-
nigcym w biatku okreslona funkcj¢. Polipeptydy zawierajace
ponad 200 reszt aminokwasowych na ogot tworza co najmniej
dwie badz wigcej domen. Istniejg biatka enzymatyczne za-
wierajace po kilka domen, z ktorych kazda pelni inng funkcje
katalityczna.

4.3.2, Przyktady struktur trzeciorzedowych

Mioglobina jest biatkiem jednofaricuchowym, o masie
czasteczkowej 17 kDa i bardzo dobrze poznanej strukturze.
Sklada si¢ ze 153 reszt aminokwasowych i trwale zwigzanej
czasteczki hemu. Okoto 75% reszt aminokwasowych jest obje-
tych strukturg a-helisy. Wyrdznia si¢ 8 fragmentéw o struktu-
rze helisy o, zawierajacych od 7 do 23 reszt aminokwasowych.
Fragmenty a-helikalne s3 rozdzielone odcinkami niehelikal-
nymi. PoszczegOlne fragmenty a-helikalne zostaly oznaczone
literami alfabetu facinskiego od A do H, poczynajac od konca
aminowego. Poznano szczegotowo sekwencje aminokwasowa
tych fragmentow, a kazdej reszcie aminokwasowej w nich za-
wartej przypisano odpowiedni symbol. Uwzglednia on nazwe
literowa fragmentu a-helikalnego i numer kolejny aminokwa-
su w obrebie tego fragmentu. Na przyklad reszta histydylowa
wigzaca hem zajmuje pozycje 93, liczac od konca aminowego
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mioglobiny, a jest okreslana symbolem His F 8, poniewaz zaj-
muje pozycje 8 we fragmencie F.

Fragmenty a-helikalne majg charakter amfipatyczny. Lan-
cuchy boczne aminokwaséw hydrofobowych, niepolarnych sa
skierowane do wnetrza czasteczki, a wigzania hydrofobowe
pomiedzy tymi fancuchami majg zasadnicze znaczenie dla
utrzymania struktury trzeciorzedowej tego biatka. Powierzch-
ni¢ czasteczki tworzg tancuchy boczne aminokwaséw hydro-
filnych (polarnych), wigzace wode i zapewniajace rozpusz-
czalno$¢ temu biatku.

Czasteczka hemu jest zakotwiczona pomiedzy helisami
E i E Hydrofobowy fragment czasteczki jest ,,zatopiony” po-
miedzy wymienionymi helisami i utrzymywany w tej pozycji

Ryc.4.15. Struktura trzeciorzedowa mioglobiny.

taricuch o

dzigki oddzialywaniom hydrofobowym z tancuchami bocz-
nymi aminokwaséw niepolarnych (ryc. 4.15). Fragment po-
larny czasteczki hemu, zawierajacy dwie zjonizowane grupy
karboksylowe kwasu propionowego, jest skierowany w strone
$rodowiska wodnego.

Podobnie jak wiekszo$¢ bialek wewnatrzkomérkowych
mioglobina nie zawiera mostkéw disiarczkowych, a jej struk-
tura przestrzenna jest utrzymywana przez wiazania niekowa-
lencyjne. Przy obnizeniu pH do 3,5 i wprowadzeniu mocz-
nika do roztworu mioglobiny nastepuje dysocjacja hemu od
czesci bialkowej i utrata struktury a-helikalnej. Po usunieciu
mocznika (poprzez dialize) i przywroceniu fizjologicznej war-
tosci pH mioglobina ulega renaturacji, odzyskuje pierwotng
strukture przestrzenng, a hem powraca na swoje miejsce.
Spostrzezenie to sugeruje, iz naturalna (natywna) struktura
przestrzenna mioglobiny jest termodynamicznie najbardziej
korzystna, a struktura pierwszorzgdowa mioglobiny (niewraz-
liwa na dzialanie czynnika denaturujacego) zawiera w sobie
informacje niezbedna do wytworzenia charakterystycznych
dla tego biatka struktur wyzszego rzedu.

Hemoglobina, a $cilej jej faricuchy a i B, maja bardzo do
siebie podobng strukture trzeciorzedowg i obydwa sg podob-
ne w tym wzgledzie do mioglobiny (ryc. 4.16). Wyplywa stad
whniosek, ze podobna funkcja biologiczna tych bialek, a mia-
nowicie zdolno$¢ do odwracalnego wigzania tlenu, wynika
z podobienstwa ich budowy przestrzenne;.

Lizozym sklada si¢ ze 129 reszt aminokwasowych. Tylko
25% z nich jest objetych struktura helisy a. Struktura trze-
ciorzedowa tego biatka jest stabilizowana przez 4 mostki
disiarczkowe. Wystepuje wigcej zagie¢ fanicucha niz w przy-
padku mioglobiny.

Podobienstwo struktury przestrzennej bialek wynika
z obecno$ci w okreslonych miejscach ich tancuchéw tych
samych reszt aminokwasowych. Niektore z nich powoduja

Ryc.4.16. Struktura trzeciorzedowa
tancuchéw ai B hemoglobiny.
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zagiecia fanicuchéw w okreslonych miejscach, stwarzaja moz-
liwo$¢ wytworzenia mostkéw disiarczkowych o podobnej lo-
kalizacji, a w biatkach enzymatycznych uczestnicza w tworze-
niu podobnych miejsc katalitycznych.

4.4,
biatek

Struktura czwartorzedowa

Bialka o wysokiej masie czasteczkowej sa zazwyczaj oligome-
rami skladajacymi si¢ z dwdch lub wiekszej liczby fancuchow
polipeptydowych (monomeréw), zwanych podjednostkami.
Bywaja one jednakowe lub rézne. Moga funkcjonowac nieza-
leznie od siebie lub wspotdziata¢ ze soba. Sklad podjednost-
kowy i wzajemny uklad przestrzenny podjednostek w obrebie
jednej czasteczki biatkowej jest nazywany strukturg czwarto-
rzgdowa biatka. W odréznieniu od struktur wyzej opisanych
ta ostatnia wystepuje tylko w niektdrych biatkach.

Na ogot podjednostki biatkowe uczestniczace w tworzeniu
struktury czwartorzedowej sa zespolone ze sobg wigzaniami
niekowalencyjnymi o niskiej energii, jak: wigzania hydrofobo-
we, jonowe lub wodorowe. W niektorych biatkach struktura
ta jest stabilizowana poprzez mostki disiarczkowe pomiedzy
resztami cysteiny nalezacymi do réznych podjednostek. Jedy-
nie w kolagenie i elastynie wystepuja bardzo stabilne wigzania
kowalencyjne pomiedzy podjednostkami (rozdz. 36).

Badanie sekwencji aminokwasowej bialek o strukturze
czwartorzedowej wymaga postepowania wstepnego, polegaja-
cego na oddzieleniu poszczegolnych podjednostek od siebie.
Wiele bialek oligomerycznych dysocjuje na podjednostki przy
zmianach pH, pod dziataniem roztworéw mocznika, chloro-
wodorku guanidyny, B-merkaptoetanolu, ditiotreitolu, werse-
nianu lub siarczanu dodecylosodowego (SDS).

Zmiany pH wiazg si¢ z modyfikacja fadunkow elektrycz-
nych na powierzchni czasteczek biatkowych, co w wielu przy-
padkach powoduje zanik oddzialywan elektrostatycznych
pomiedzy podjednostkami. Stezone (4-6-molowe) roztwory
mocznika lub chlorowodorku guanidyny rozrywaja wigzania
wodorowe zespalajace podjednostki biatkowe. p-merkapto-
etanol i ditiotreitol redukuja mostki disiarczkowe. Ta droga
odtwarzaja grupy —SH reszt cysteinylowych i uwalniajg pod-
jednostki zespolone tymi mostkami. Wersenian wigze jony
metali dwuwartosciowych (np. Ca™, Mg™), tworzac z nimi
niedysocjujace kompleksy. Powoduje to zanik mig¢dzytan-
cuchowych wigzan jonowych, powstalych z udzialem tych
metali. Siarczan dodecylosodowy (SDS) jest detergentem jo-
nowym, ktéry wiaze sie z biatkami, nadajac ich czasteczkom
silny fadunek ujemny. Pojawiaja si¢ sily odpychania elektro-
statycznego pomiedzy podjednostkami, powodujace rozpad
biatka o strukturze czwartorzedowej na elementy sktadowe.

W wielu przypadkach struktura czwartorzedowa biatek,
a posrednio ich wlasciwoséci biologiczne, sa modyfikowane
przez substancje drobnoczgsteczkowe, zwane efektorami allo-
sterycznymi. Bardzo dobrze poznano strukture czwartorzedo-
wa hemoglobiny oraz wielu biatek enzymatycznych, a wérod
nich przede wszystkim dehydrogenazy mleczanowej.

4.4.1. Przykfady struktur czwartorzedowych
Hemoglobina jest biatkiem wigzacym i przenoszacym tlen.
Wystepuje w krwinkach czerwonych. Jest zbudowana z czte-
rech, parami jednakowych podjednostek (ryc. 4.17). Sktada
sie z dwoch tancuchéw a (141 aminokwaséw) i dwoch tan-
cuchow P (146 aminokwasow). Sa one zespolone wigzaniami
niekowalencyjnymi. Kazda z podjednostek zawiera czasteczke
hemu, a ten zawiera jon Fe™, ktéry odwracalnie wiaze cza-
steczke tlenu. Wigzanie tlenu przez hemoglobing nie zmienia
stopnia utlenienia Fe*, dlatego proces ten nazwano utleno-
waniem (a nie utlenianiem) hemoglobiny. Wykryto réznice
w strukturze czwartorzedowej hemoglobiny utlenowanej
i nieutlenowanej. Na skutek zwigzania tlenu przez jedna
z podjednostek zwigksza sie odstep miedzy podjednostkami,
co w konsekwencji zwigksza ich powinowactwo do tlenu. Ta
modyfikacja struktury czwartorzedowej hemoglobiny przez
tlen, a w konsekwencji zmiana jej zdolno$ci do wigzania kolej-
nych czasteczek tlenu, jest przykladem zjawiska okreslanego
jako efekt allosteryczny. Tlen jest przyktadem efektora alloste-
rycznego dodatniego w stosunku do hemoglobiny.
Dehydrogenaza mleczanowa jest enzymem katalizu-
jacym odwracalng reakcje utleniania mleczanu do pirogro-
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Ryc.4.17. Struktura czwartorzedowa hemoglobiny (A) i pieciu
izoenzymow dehydrogenazy mleczanowej (B). Poszczegdine pod-
jednostki sg zespolone wyfgcznie wigzaniami niekowalencyjnymi.
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nianu lub redukcji pirogronianu do mleczanu (rozdz. 8.2).
Wystepuje w postaci 5 izoenzymow réznigcych sie skladem
podjednostkowym. Kazdy z nich jest zbudowany z 4 tancu-
chow: jednakowych (H lub M) badz réznych (H + M), zespo-
lonych wigzaniami niekowalencyjnymi. W miesniu sercowym
i w mozgu dominuje izoenzym o sktadzie H,, a w mig$niach
szkieletowych - izoenzym o skfadzie M,. Trzy pozostate, wy-
stepujace w réznych tkankach, s3 kombinacjami podjedno-
stek, a mianowicie: H;M, H,M, oraz HM; (ryc. 4.17).

Immunoglobulina G jest biatkiem osoczowym zbudo-
wanym z 4 podjednostek. Sg wérdd nich dwa tancuchy cigzkie
(H) o masie czasteczkowej 53 kDa i dwa tancuchy lekkie (L)
o masie czgsteczkowej 23 kDa (ryc. 4.18).

Fibronektyna jest skladnikiem osocza i macierzy poza-
komorkowej réznych tkanek. Sklada si¢ z dwoch podjedno-
stek o masie czgsteczkowej okoto 220 kDa. W odréznieniu od
hemoglobiny i dehydrogenazy mleczanowej, ktorych podjed-
nostki sg zespolone jedynie wigzaniami niekowalencyjnymi,
struktura czwartorzgdowa zarowno immunoglobuliny G, jak
i fibronektyny jest stabilizowana migdzylancuchowymi most-
kami disiarczkowymi.

4.5. Struktura kolagenowa

Istnieje grupa biatek, zwanych kolagenami, ktérych struktura
znaczaco odbiega od wyzej opisanych. Kolageny cechuja sie
nietypowym sktadem aminokwasowym, ktérego nastepstwem
sg struktury przestrzenne, niespotykane w innych biatkach.
Ponad 30% reszt aminokwasowych kolagenu stanowi glicyna,
a okofo 12-15% stanowia reszty proliny. Na szczegélng uwage
zastuguje obecno$¢ hydroksyproliny i hydroksylizyny, amino-
kwaséw niezmiernie rzadko spotykanych w innych biatkach

taricuch L

<«— taincuch H

Ryc.4.18. Struktura czwartorzedowa
immunoglobuliny G. W zespalaniu podjed-
nostek LiH oraz H i H uczestniczag mostki
disiarczkowe.

zwierzecych oraz niska zawartos¢ aminokwasow siarkowych
iaromatycznych. Obecnos¢ duzej liczby reszt prolilowych i hy-
droksyprolilowych sprawia, iz tanicuchy kolagenéw nie tworza
struktury a-helisy. Ukladaja sie w specyficzng dla tego biatka
strukture przestrzenng, zwang potrojna helisa kolagenowa.

Podstawowg jednostka strukturalng kolagenu jest tropo-
kolagen (ryc. 4.19), czasteczka ztozona z trzech facuchow
polipeptydowych, zwanych podjednostkami a. Moga one by¢
jednakowe (a,);, badz rézne: (a,),a, lub (oy0, as), zaleznie od
typu kolagenu. Koncowe fragmenty tancuchow a, zwane telo-
peptydami, maja odmienny sklad aminokwasowy. Nie s3 one
objete strukturg potrojnej helisy.

Lancuchy kolagenowe sg bardziej rozciagniete w kierunku
osiowym niz fancuchy bialek o strukturze helisy a, ale mniej
niz tancuchy biatek o strukturze B. Odleglos¢ osiowa dwoch
sasiadujacych ze sobg reszt aminokwasowych w fancuchu ko-
lagenowym wynosi 0,29 nm (w a-helisie 0,15 nm, w struk-
turze B 0,35 nm). Z tego powodu kolagen nie wytwarza wig-
zan wodorowych pomiedzy zwojami tego samego tancucha,
natomiast wigzania takie powstaja pomiedzy poszczegolnymi
tanicuchami potrojnej helisy. Struktura kolagenowa jest bar-
dzo nietrwala. Kolagen ulega denaturacji juz w temperaturze
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Ryc.4.19. (zasteczka tropokolagenu. Zaznaczono miedzy-
tancuchowe wigzania wodorowe pomiedzy podjednostkami a.
K - trzon czasteczki objety potrojng helisg kolagenowa.

T - telopeptydy nieobjete strukturg potrojnej helisy.
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40°C, podczas gdy wiekszos¢ biatek denaturuje sie dopiero
w 58-60°C.

Szczegélng wlasciwoscia kolagenu jest wystepowanie
kowalencyjnych wigzan poprzecznych pomiedzy poszczegol-
nymi faiicuchami a. Gléwnymi z nich sg polaczenia wytwa-
rzane przez pochodne lizyny. Niektore reszty lizylowe zawarte
w telopeptydach zostajg przeksztalcone w peptydowo zwia-
zany aldehyd (allizyne). Aldehyd ten moze reagowa¢ na dro-
dze kondensacji aldolowej z czasteczka allizyny sasiedniego
tancucha lub tworzy¢ potaczenie typu zasady Schiffa z grupa
e-aminowy lizyny lub hydroksylizyny zawartej w sasiednim
tancuchu. Wigzania te sg trwate. Nie rozpadaja si¢ pod dziata-
niem czynnikéw denaturujgcych. Opis tych wigzan przedsta-
wiono w rozdz. 36.

4.6. Denaturacja biatek

Denaturacja biatka polega na zniszczeniu jego struktur prze-
strzennych z zachowaniem struktury pierwszorzedowe;.
Ciaglo$¢ tancucha polipeptydowego pozostaje nienaruszona.
Istota denaturacji jest rozpad wigzan o niskiej energii, ktére
stabilizuja strukture przestrzenng biatka. Czynnikami dena-
turujacymi sg przede wszystkim: podwyzszona temperatura
(na ogot powyzej 58-60°C), rozpuszczalniki organiczne, kwa-
sy, zasady, jony metali ciezkich (np. Hg’*, Pb™), stezone roz-
twory mocznika lub chlorowodorku guanidyny.

Podwyzszona temperatura, stezone roztwory mocznika
lub chlorowodorku guanidyny rozrywaja wigzania o niskiej
energii, przede wszystkim wigzania wodorowe. Rozpuszczal-
niki organiczne wprowadzaja nowe oddzialywania hydrofo-
bowe pomiedzy fragmentami czasteczki biatka i czasteczkami
niepolarnego rozpuszczalnika. Metale cigzkie reaguja z siarka
grup sulthydrylowych, uniemozliwiajac tworzenie mostkow
disiarczkowych. Wplyw kwasow i zasad oraz SDS na strukture
czwartorzedowy zostat juz opisany. Pod wpltywem tych czyn-
nikow biatko traci takze strukture czwarto-, trzecio- i drugo-
rzedows.

Denaturacja bialka na ogét zmienia jego rozpuszczalnosc.
Biatko rozpuszczalne traci rozpuszczalnos¢, biatko nieroz-
puszczalne staje si¢ rozpuszczalne. Zdenaturowane biatko tra-
ci aktywnos$¢ biologiczng, np. enzym traci swoje wlasciwosci
katalityczne, przeciwcialo zdolno$¢ wigzania antygenu, kola-
gen zdolno$¢ do tworzenia wlokien, a hemoglobina zdolno$¢
do wigzania tlenu.

Denaturacja moze by¢ odwracalna, gdy czynnik dena-
turujacy byt fagodny i dziatat krétko. Usunigcie go sprawia, iz
biatko odzyskuje swa naturalng strukture przestrzenna. Zja-
wisko to nosi nazwe renaturacji biatka. Na 0got jednak dena-
turacja jest procesem nieodwracalnym.

4.7. Wiasciwosci biatek w roztworach
Rozpuszczalnos¢ biatek jest bardzo zréznicowana. Niektore sa
catkowicie nierozpuszczalne (np. keratyna, elastyna), inne roz-
puszczaja sie bardzo dobrze (albuminy), jeszcze inne wykazuja
znikomg rozpuszczalnos¢ (kolagen). Rozpuszczalnikami dla
biatek s3: woda lub roztwory wodne soli, kwasow i zasad, mocz-
nika lub detergentéw. Rozpuszczalno$¢ w srodowisku wodnym
zalezy przede wszystkim od obecno$ci aminokwaséw polarnych
w czasteczce biatka. Biatka o duzej zawartosci tych aminokwa-
sow cechujg sie dobrg rozpuszczalnoscia (np. albumina, hemo-
globina). Grupy polarne lancuchéw bocznych aminokwasow
wytwarzajg wigzania wodorowe z czasteczkami wody. Czastecz-
ki biatka otaczajg si¢ plaszczem wodnym. Biatka, w ktorych do-
minujg aminokwasy niepolarne, nie majg mozliwosci wigzania
wody. Sg nierozpuszczalne (np. keratyna, elastyna).

Roztwory bialek sg na ogét roztworami rzeczywistymi,
o monomolekularnym stopniu dyspersji. Niekiedy jednak
czasteczki bialek asocjujg, tworzac agregaty zfozone z dwoch
do kilku czasteczek. Roztwér biatka przybiera wtedy cechy
roztworu koloidalnego.

Biatko w roztworze wodnym jest obdarzone fadunkami
elektrycznymi, ktorych no$nikami sa zdysocjowane grupy
karboksylowe, zawarte w faricuchach bocznych asparaginia-
nu i glutaminianu oraz uprotonowane grupy e-aminowe reszt
lizylowych i uprotonowane grupy guanidynowe reszt arginy-
lowych. Udziat grup aminowych aminokwaséw N-konicowych
i grup karboksylowych aminokwaséw C-koncowych w ksztal-
towaniu tadunku elektrycznego czasteczki biatka jest niewiel-
ki. Grupy C=0 i N-H wigzan peptydowych nie s3 nosnikami
tadunkoéw elektrycznych. W przedziale pH od 2 do 12 nie wig-
23, ani nie oddajg protondw. Sumaryczny fadunek elektryczny
czasteczki biatka zalezy wigc od liczby i relacji ilosciowych po-
miedzy aminokwasami polarnymi. Niektdre fanicuchy boczne
aminokwasow polarnych s3 ukryte we wnetrzu czasteczki
i nie uczestniczg w ksztaltowaniu jej tadunku elektrycznego.

Srodowisko kwasne sprzyja wigzaniu protonow przez gru-
py aminowe, co nadaje biatku tadunek dodatni. Nosnikami
tego tadunku s3 grupy ~NH;. Srodowisko zasadowe sprzyja
dysocjacji grup karboksylowych i grup -NH;. Pojawiaja si¢
ujemnie natadowane grupy -COO™ i elektrycznie obojetne
grupy —-NH,. Czasteczka bialka uzyskuje tadunek ujemny.
W zalezno$ci od pH roztworu sumaryczny tadunek elektrycz-
ny tej samej czasteczki biatka moze by¢ dodatni badz ujemny.
Istnieje zatem pewna posrednia warto$¢ pH, rozna dla po-
szczegOlnych bialek, przy ktorej liczby tfadunkéw dodatnich
i ujemnych réwnowazg si¢ nawzajem, a sumaryczny fadunek
elektryczny czasteczki biatka rowna sie zeru. Ta wartos¢ pH
nosi nazwe punktu izoelektrycznego (pI) biatka.

Wartos¢ pI waha sie w szerokim zakresie pH. Biatka o du-
zej zawartosci aminokwasow zasadowych, np. chymotrypsy-
nogen, rybonukleaza, cytochrom C, lizozym, majg pI w zakre-
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sie pH od 9 do 11. Pepsyna, bogata w aminokwasy kwasne, ma
pI < 1. Punkt izoelektryczny wiekszosci bialek globularnych
miesci si¢ w przedziale pH od 4,5 do 6,5. Odpychanie elektro-
statyczne pomiedzy jednoimiennymi tadunkami powierzch-
niowymi czasteczek bialka jest (obok hydratacji) gléwnym
czynnikiem utrzymujacym biatko w roztworze. W pH = pI
sumaryczny tadunek elektryczny czasteczki bialka rowna sie
zeru, zanikajg sity odpychania elektrostatycznego. W punkcie
izoelektrycznym rozpuszczalno$¢ biatka jest najmniejsza.

Ladunek elektryczny czasteczek biatka sprawia, iz poru-
szaja si¢ one w polu elektrycznym. Kierunek ruchu i szyb-
ko$¢ przemieszczania sg zrdznicowane i zalezg od tadunku
elektrycznego biatka i pH roztworu. Im wyzszy tadunek
elektryczny, tym szybciej biatko przemieszcza si¢ w kierunku
odpowiedniego bieguna. W pH < pI biatko jest kationem i we-
druje do katody, w pH > pI jest anionem i wedruje do anody,
natomiast w pH = pl jest elektrycznie obojetne, nie porusza
si¢ w polu elektrycznym. Zréznicowana ruchliwos¢ elektrofo-
retyczna pozwala na rozdzial mieszaniny biatek w polu elek-
trycznym. Technika ta nosi nazwe elektroforezy. Jest przy-
datna do izolacji, identyfikacji i charakterystyki biatek.

Roztwory biatek absorbuja $wiatlo ultrafioletowe. Bardzo
intensywnie pochlaniajg $wiatlo o dlugosci fali 190-230 nm,
jednak absorpcja w tym zakresie dlugosci fal swietlnych nie
jest swoista dla bialka. Rézne substancje absorbujg swiatlo
o tej dtugosci fali. Charakterystyczny dla biatka szczyt absorp-
cji przypada na 278-280 nm (ryc. 4.20). Zdolno$¢ ta wynika
z obecno$ci aminokwaséw zawierajacych pierscien aroma-
tyczny. Sg to przede wszystkim tryptofan, w mniejszym stop-
niu tyrozyna, a w najmniejszym fenyloalanina. Wtasciwo$¢ ta
zostata wykorzystana do wykrywania biatka w roztworze oraz
do oznaczania jego stezenia. Bialka o niskiej zawarto$ci ami-
nokwaséw aromatycznych, np. kolagen, nie wykazuja charak-
terystycznego dla wigkszosci bialek szczytu absorpcji swiatta
o dtugosci 278-280 nm, ale podobnie jak inne biatka inten-
sywnie absorbuja swiatto o dtugosci 190-230 nm.
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220 260 300
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Ryc.4.20. Absorpcja $wiatfa ultrafioletowego o réznej dtugosci
fali przez roztwor biatka.

4.8. lzolacja biatek z materiatu
biologicznego

Poznanie budowy i wlasciwosci bialka staje si¢ mozliwe
dopiero po jego izolacji z materialu biologicznego i dopro-
wadzeniu go do stanu wolnego od zanieczyszczen innymi
skladnikami tkanek. Bezwzglednym warunkiem wstep-
nym izolacji i oczyszczania bialka jest przeprowadzenie go
w posta¢ rozpuszczalng. Osigga sie to poprzez homogeni-
zacje tkanek w roznych ptynach ekstrahujacych, jak woda,
s0l fizjologiczna, bufory o réznym stezeniu i réznym pH.
Urzadzenia stuzace do rozbijania struktury tkanek nosza
nazwe homogenizatoréw. W trakcie homogenizacji tkanka
przechodzi w dos¢ jednorodna zawiesine. W zaleznosci od
warunkéw homogenizacji mozna osiggnac rozpad struktu-
ry narzadu, rozpad komorek, a nawet struktur subkomor-
kowych. Podczas wirowania homogenatu jego nierozpusz-
czalne elementy osadzajg si¢ na dnie probowki, a sktadniki
rozpuszczalne pozostaja w plynie nadosadowym, zwanym
supernatantem.

Warunki ekstrakeji, a przede wszystkim sktad ptynu eks-
trahujacego, dobiera si¢ w ten sposob, aby poszukiwanemu
biatku zapewni¢ optymalne warunki rozpuszczalnosci, a bial-
kom zanieczyszczajagcym w maksymalnym stopniu utrudnié
przechodzenie do roztworu. Nie w kazdym przypadku jest to
mozliwe. Niektdre biatka s bowiem zupetnie nierozpuszczal-
ne, a proby ich rozpuszczenia z zastosowaniem drastycznych
warunkow ekstrakcji (wysoka temperatura, wysokie badz
niskie pH, stezony mocznik, detergenty) prowadza do dena-
turacji bialka, a nawet do naruszenia jego struktury pierwszo-
rzedowe;j.

Mozliwosci oddzielenia poszczegolnych skladnikow tka-
nek od siebie, w tym takze izolacji jednego biatka z miesza-
niny wielu biatek, wynikaja ze zréznicowania ich wlasciwo-
$ci fizykochemicznych, takich jak: rozpuszczalno$é, masa
czasteczkowa, tadunek elektryczny, punkt izoelektryczny,
powinowactwo jednych czasteczek do innych. Niezwykle
rzadko udaje si¢ uzyska¢ w pelni oczyszczone biatko w wy-
niku zastosowania jednej z nizej opisanych technik izolacyj-
nych. Zwykle doprowadzenie biatka do stanu jednorodnosci
wymaga szeregu kolejno po sobie nastepujacych procedur.
Na kazdym etapie uzyskuje si¢ coraz to wyzszy stopien
oczyszczenia.

4.8.1. Ekstrakcja i wytracanie biatek
Z roztworu

Roznice w rozpuszczalno$ci biatek sg podstawows wiasci-
woscia wykorzystywang do ich izolacji i oczyszczania. Jedne
biatka rozpuszczaja si¢ w wodzie, drugie w roztworach soli
o réznym stezeniu, inne w roztworach kwasnych lub alkalicz-
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nych. Ekstrakcja tkanek réznymi rozpuszczalnikami umoz-
liwia przeprowadzenie jednych bialek w stan rozpuszczalny,
podczas gdy inne pozostajg w nierozpuszczalnym osadzie.
Mozna je oddzieli¢ przez wirowanie lub saczenie. Biatka,
ktore przeszty do roztworu, mozna dalej frakcjonowa¢, np.
poprzez dodawanie wzrastajacych ilosci soli, najczesciej siar-
czanu amonowego, ktory jest substancja silnie hydrofilowa,
konkurujaca z bialkiem o wode. Pozbawia on czasteczki biat-
ka plaszcza wodnego (dehydratacja), a w konsekwencji pro-
wadzi do jego precypitacji (wypadania z roztworu). Rozne
biatka s3 w réznym stopniu podatne na dehydratacyjne dzia-
tanie siarczanu amonowego. Przy stopniowym zwiekszaniu
stezenia tej soli kolejne biatka wypadaja z roztworu (mozna
je oddzieli¢ poprzez wirowanie), podczas gdy inne w nim po-
zostajg. Dalszy wzrost stezenia siarczanu amonowego (az do
osiagniecia stanu nasycenia roztworu) skutkuje wytraceniem
wszystkich biafek.

Bialko wytracone siarczanem amonu mozna ponownie
rozpusci¢ i poddac¢ dalszemu frakcjonowaniu, opartemu na
innych zasadach. Na przyktad zmieniajac pH roztworu mozna
doprowadzi¢ do precypitacji biatka, ktore znalazto sie w punk-
cie izoelektrycznym, podczas gdy inne biatka pozostaja nadal
W roztworze.

4.8.2. Dializa i ultrafiltracja

Dializa jest prosta technikg laboratoryjng umozliwiajaca od-
dzielenie bialka od rozpuszczalnych substancji drobnocza-
steczkowych. Istniejg tworzywa o wlasciwosciach blon pét-
przepuszczalnych, ktére maja wystarczajaco duze pory, aby
przepuszcza¢ wode i male czasteczki w niej rozpuszczone,
lecz stanowig barier¢ dla duzych czasteczek. Dializa jest ru-
tynowo stosowana do oczyszczania roztworéw bialka z drob-
noczasteczkowych zanieczyszczen. Roztwor biatka, zawarty
w zamknietym worku dializacyjnym, umieszcza sie¢ w duzej
objetosci wody lub odpowiedniego buforu. W ciagu wielu go-
dzin substancje drobnoczasteczkowe przechodza na zewnatrz
worka, az do wyréwnania stezen po obydwu stronach blony
polprzepuszczalnej. Mieszanie ptynu dializacyjnego przyspie-
sza proces dializy. T3 metoda mozna tez wymieni¢ rozpusz-
czalnik, w ktérym pierwotnie rozpuszczono biatko, np. sol fi-
zjologiczna moze by¢ wymieniona na bufor fosforanowy badz
odwrotnie.

Zmodyfikowana dializa z zastosowaniem zwigkszone-
go ci$nienia z zewnatrz wymusza przyspieszone przenikanie
wody i substancji drobnoczasteczkowych na zewnatrz blony
polprzepuszczalnej (ultrafiltracja), podczas gdy biatko pozo-
staje w roztworze. Technike ultrafiltracji stosuje si¢ do zagesz-
czania roztworéw biatka. Jezeli objgto$¢ roztworu zmaleje n
razy, stezenie bialka w tym roztworze wzroénie n razy. W ten
sposob osiaga sie zmniejszenie objetosci roztworu i zwigksze-
nie stezenia biatka.

4.8.3. Filtracja zelowa
Filtracja zelowa jest procedura polegajaca na rozdziale mie-
szaniny substancji rozpuszczalnych o réznej masie czastecz-
kowej z uzyciem ,,sit molekularnych’”. Jest bardzo przydatna do
oddzielania bialek od substancji o nizszej masie czasteczko-
wej. Sitami molekularnymi sg porowate Zele otrzymane przez
modyfikacje chemiczng naturalnych polisacharydéw (deks-
tranu, agarozy) lub uzyskane syntetycznie zele poliakrylo-
amidowe. Sg one znane pod handlowymi nazwami: Sephadex,
Bio-gel, Sepharose itd. Mieszaning bialek rozpuszczonych
w odpowiednim buforze nanosi si¢ na szczyt kolumny wypet-
nionej jednym z wymienionych zeli i wyptukuje z kolumny
tym samym buforem. Porowato$¢ zelu jest tak dobrana, ze
wigksze czasteczki biatkowe omijajg ziarna zelu i wyplukuja
sie w pierwszej kolejnosci, podczas gdy mniejsze wnikaja do
ich wnetrza i wyptukuja si¢ z opdznieniem. Pierwsze frakcje
plynu wyciekajacego z kolumny zawieraja biatka o najwyzszej,
a nastepne i dalsze, o coraz nizszej masie czasteczkowe;.
Istnieja sita molekularne o réznym zakresie zdolnosci
rozdzielczej. Saczenie molekularne jest przydatne takze do
oznaczania masy czasteczkowej bialek. Postugujac sie bial-
kami o znanej masie czgsteczkowej, mozna wykresli¢ krzywa
zaleznosci pomiedzy logarytmem dziesigtnym masy czastecz-
kowej a objetoscig elucyjng (objetos¢ plynu potrzebna do wy-
plukania biatka z kolumny). Mierzac objetos¢ elucyjng biatka
mozna wyznaczy¢ jego mase czasteczkowa. Ta metoda pomia-
ru jest mato dokladna, ale bardzo prosta w wykonaniu.

4.8.4. Chromatografia jonowymienna

Chromatografia polega na rozdziale mieszaniny substancji na
elementy skladowe w czasie jej przechodzenia przez kolumne
ze stala, nierozpuszczalng substancjg adsorbujaca, zwang zy-
wicg jonowymienng. W czasie przechodzenia roztworu (faza
ruchoma) przez kolumne z zywica (faza stala) zachodzi selek-
tywne wigzanie pewnych biatek na powierzchni fazy stalej,
podczas gdy inne biatka przechodza swobodnie z fazg rucho-
ma przez kolumne.

Chromatografia jonowymienna jest stosowana do roz-
dzialu bialek réznigcych si¢ fadunkami elektrycznymi. Uzy-
wana do tego celu zywica jonowymienna jest polikationem
lub polianionem. Aby rozdzieli¢ mieszaning bialek, nalezy
przepusdci¢ te mieszanine przez kolumne z zywica bedaca
no$nikiem tadunku elektrycznego zwigzanego z faza stafa.
Zywicg taka jest np. karboksymetyloceluloza (CM-celulo-
za), bedaca nosnikiem grup -COO™ (ryc. 4.21). Wigze ona
biatka o fadunku dodatnim, dlatego jest nazywana kationi-
tem. Ujemnie natadowane czasteczki zawarte w mieszaninie
przechodzg swobodnie przez kolumne. Nie sg wigzane, lecz
odpychane przez ujemnie natadowane grupy zwiazane z faza
stalg i wyptukuja sie z kolumny w pierwszej kolejnosci. Bial-
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ka natadowane dodatnio wigzg si¢ z zywica. Biatka o stabym
tadunku dodatnim wigzg si¢ stabo, biatka o wysokim tadunku
dodatnim wiaza si¢ mocno. Zwigkszajac stopniowo stezenie
soli w roztworze przeptywajacym przez kolumne, doprowadza
si¢ do rozpadu wiazan pomigdzy biatkiem a zywicg. W mia-
re wzrostu stezenia soli, np. NaCl, jony Na* coraz skuteczniej
konkuruja z biatkiem kationowym o ujemne fadunki zywicy.
Biatko stabiej zwiazane wyplukuje si¢ w pierwszej kolejnosci,
przy nizszym ste¢zeniu soli; biatko mocniej zwigzane wyptuku-
je si¢ pozniej, przy wyzszym stezeniu soli.

W przypadku zywicy, bedacej nosnikiem tadunku do-
datniego, wystepuje sytuacja odwrotna. Wiaze ona biatka
o tadunku ujemnym (aniony), stad nazwa anionit. Zywica
taka jest np. dietyloaminoetyloceluloza (DEAE-celuloza),
posiadajaca dodatnio natadowane grupy -NH'= (ryc. 4.21).
Dodatnio natadowane czasteczki zawarte w mieszaninie prze-
chodzg swobodnie przez kolumne. Nie sg wigzane, lecz od-
pychane przez dodatnio naladowane grupy zwigzane z faza
stalg i wyptukuja sie z kolumny w pierwszej kolejnosci. Biatka
natadowane ujemnie wigzg sie z zywicg. Te o stabym fadunku
ujemnym wiaza sie stabo, a te o wysokim mocno. Zwigkszajac
stopniowo stezenie soli w roztworze przeplywajacym przez
kolumne, doprowadza si¢ do rozpadu wigzan pomiedzy bial-
kiem a zywicg. W miare wzrostu stezenia soli, np. NaCl, jony
CI" coraz skuteczniej konkurujg z biatkiem anionowym o do-
datnie fadunki zywicy. Biatko stabiej zwigzane wyptukuje sie
wecze$niej, przy nizszym stezeniu soli; biatko mocniej zwigza-
ne wyplukuje si¢ pézniej, przy wyzszym stezeniu soli.

4.8.5. Chromatografia powinowactwa

Chromatografia powinowactwa polega na wybiérczym wig-
zaniu si¢ niektorych biatek z innymi substancjami, np. en-
zym wykazuje powinowactwo do swojego koenzymu lub do
substratu. Koenzym lub substrat (rozdz. 5) mozna zwigza¢
ze stalym, nierozpuszczalnym nosnikiem, niewchodzacym
w interakcje z biatkami. Na kolumne z tak przygotowanym
no$nikiem wprowadza si¢ mieszaning biatek. Jedynie enzym

dodatnio natadowana
grupa dietyloaminowa

Ryc.4.21. Nosniki tadunkéw elektrycznych
CM-celulozy (A) i DEAE-celulozy (B).

zostaje zwigzany przez koenzym lub substrat unieruchomiony
na kolumnie. Pozostale biatka zawarte w roztworze przeptyna
swobodnie przez kolumng. Zwigzane biatko enzymatyczne
mozna uwolni¢ z kolumny, przeptukujac ja roztworem po-
wodujacym dysocjacje powstalego kompleksu. Koenzym lub
substrat pozostaje unieruchomiony na kolumnie, natomiast
biatko enzymatyczne zostaje wyplukane z kolumny. T3 meto-
da w wielu przypadkach uzyskuje si¢ bardzo wysoki stopien
oczyszczenia biatka.

4.8.6.
(HPLC)

Chromatografia wysokocisnieniowa

Tradycyjne metody chromatograficzne majg pewne wady. Sa
to procedury diugotrwate (wielogodzinne), prowadza do roz-
cienczenia biatka w plynie wyplukujacym biatko z kolumny.
Im dltuzej trwa procedura rozdziatu, tym wieksza jest skion-
no$¢ biatka do rozcienczania si¢ w roztworze. Dtugotrwatos¢
procedury chromatograficznej sprzyja uszkodzeniom biatka
w trakcie jego oczyszczania. Istotnym postepem w tej dzie-
dzinie bylo wprowadzenie chromatografii wysokocisnienio-
wej, zwanej takze chromatografig wysokosprawng, okreslang
skrétem HPLC (high-performance liquid chromatography).
W technice tej stosuje si¢ wymuszony, szybki przeptyw roz-
tworéw przez kolumne z zZywica pod wysokim ci$nieniem.
Dzieki temu proces trwajacy wiele godzin moze by¢ przepro-
wadzony w ciaggu kilku - kilkudziesi¢ciu minut.

4.8.7. Elektroforeza

Wiekszo$¢ bialek jest obdarzona tadunkiem elektrycznym,
dlatego przemieszcza sie w polu elektrycznym do bieguna
dodatniego lub ujemnego. Warto$¢ tego tadunku mozna mo-
dyfikowa¢ poprzez zmiang pH roztworu. Predkos¢ migracji
biatka w kierunku jednej z elektrod zalezy od wielkosci tadun-
ku elektrycznego. Biatko o wysokim fadunku przemieszcza
si¢ szybko, biatko o niskim fadunku porusza si¢ wolno. Biatko
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elektrycznie obojetne (bedace w punkcie izoelektrycznym)
nie przemieszcza sie w kierunku elektrod.

Technika rozdzialu bialek, oparta na zréznicowaniu ich
ruchliwosci w polu elektrycznym, nosi nazwe elektroforezy.
Na ogot elektroforeze wykonuje si¢ na statych nosnikach, np.
na zelu poliakryloamidowym lub agarozowym. Po zakoncze-
niu rozdziatu dokonuje sie fragmentacji zelu i wyptukuje bial-
ka z réznych jego fragmentow.

4.8.8. Ogniskowanie izoelektryczne

Ogniskowanie izoelektryczne jest technika elektroforetyczna
wykorzystujaca to, iz biatko znajdujace si¢ w punkcie izoelek-
trycznym traci ruchliwos¢ w polu elektrycznym. Mieszanine
biatek wprowadza si¢ do kolumny wypelnionej amfolitem
(mieszaning substancji rozpuszczalnych o charakterze po-
liamino-polikarboksylowym). Sktadniki mieszaniny, bedace
no$nikami tadunku ujemnego, wedruja do bieguna dodat-
niego. Skladniki, bedace no$nikami tadunku dodatniego, we-
druja do bieguna ujemnego. W polu elektrycznym wytwarza
sie gradient pH. Przy jednym z biegunéw pH jest niskie, przy
drugim wysokie. Pomiedzy biegunami wytwarza si¢ pH po-
$rednie, stopniowo ro$nie lub maleje.

Biatko, zaleznie od swego tadunku, wedruje w kierunku
katody lub anody, napotykajac po drodze miejsce, w ktérym
pH = pl danego bialka. W tym miejscu bialko staje si¢ jo-
nem obojnaczym, traci swoja ruchliwo$¢ elektroforetyczna.
Kazde sposrod biatek zawartych w mieszaninie zatrzymuje
sie w miejscu odpowiadajacym jego punktowi izoelektrycz-
nemu. Po odlaczeniu zrédla pradu i otwarciu zaworu w dnie
kolumny zbiera si¢ kolejne frakcje amfolitu. Biatka réznigce
sie warto$cig pI znajda si¢ w roznych frakcjach. Jest to bardzo
skuteczna metoda rozdzialu. Pozwala na oddzielenie bialek
rozniacych si¢ minimalnie wartoscia pl.

4.9. Funkcje biologiczne biatek

Bialka petnig w organizmie szereg waznych funkcji. Beda one
szczegdlowo omawiane w kolejnych rozdziatach. Oto gtowne
z nich.

Funkgcje strukturalne. Biatka s3 podstawowym elemen-
tem skladowym komorek i macierzy pozakomorkowej. Wraz
z lipidami tworzg btony plazmatyczne oddzielajace komorki
od ich $rodowiska. Ztozony system blon dzieli wnetrze ko-
morki na szereg przedzialéw. Niektore biatka pozakomorkowe
(np. kolagen, elastyna, integryny) pelnig funkcje podporowe,
integruja ze sobg rézne elementy sktadowe tkanek i nadaja im
wytrzymalo$¢ mechaniczng. Kolagen jest gléwnym skladni-

kiem biatkowym kosci, chrzastki, $ciggien, skory oraz tkanki
tacznej stanowiacej zrab narzadéw migzszowych. Elastyna
wchodzi w sktad wiezadel, skory i $cian naczyn krwionosnych
(gtownie tetnic). Zapewnia tym tkankom sprezystos¢. Integry-
ny zakotwiczone w blonach komorkowych zespalajg komorki
ze sobg oraz ze skladnikami macierzy pozakomaérkowe;.

Funkcje katalityczne. Wiekszos¢ reakeji biochemicz-
nych wymaga udzialu katalizatoréw biologicznych, zwanych
enzymami. Prawie wszystkie z nich sg biatkami. Przyspieszaja
one (co najmniej milion razy) przebieg reakcji i nadaja im od-
powiedni kierunek.

Funkcje transportowe. Komorka wymienia rézne
skladniki z otaczajacym ja $rodowiskiem. Wyspecjalizowane
biatka pelnig funkcje przeno$nikéw transbtonowych, prze-
mieszczajg rozne skladniki pobrane ze $rodowiska zewnetrz-
nego do komorki lub z komorki do przestrzeni pozakomor-
kowej. Niektore z nich przemieszczaja skladniki komorki
pomiedzy jej poszczegolnymi przedzialami (np. cytosolem
i mitochondrium albo cytoplazma i jadrem komoérkowym).
Przenosniki te umozliwiaja transport transblonowy przede
wszystkim: cukréw prostych, aminokwaséw i jonéw nieorga-
nicznych. Dos¢ liczna grupa bialek uczestniczy w transporcie
miedzynarzagdowym. Nierozpuszczalne tluszcze, wchloniete
z przewodu pokarmowego lub powstale w watrobie, wchia-
niajg sie do krwi. Tworza z biatkami osoczowymi rozpuszczal-
ne kompleksy lipoproteinowe. W tej formie moga by¢ trans-
portowane do odlegtych narzadéw. Ponadto biatka osoczowe
transportujg metale (np. Fe, Cu), niektére hormony, witaminy
ileki.

Wiazanie wody. Hydrofilny charakter wiekszoéci biatek
sprawia, iz s3 one podstawowym czynnikiem wigzacym wode
w organizmie. Regulujg rozmieszczenie wody pomiedzy oso-
czem krwi krazacej i przestrzenia pozanaczyniowa oraz wne-
trzem komorek i przestrzenig pozakomaérkows.

Stabilizacja pH. Biatka uczestnicza w utrzymywaniu
rownowagi kwasowo-zasadowej w komorkach, w macierzy
pozakomorkowej i w plynach ustrojowych. Amfoteryczny
charakter bialek sprawia, iz moga one zaréwno wigza¢, jak
i uwalnia¢ protony. Wigzanie H" przez grupy -NH, i -COO"
zapobiega zakwaszeniu, a uwalnianie H' przez grupy -COOH
i -NH; zapobiega alkalizacji.

Funkcje hemostatyczne. Biatka uczestnicza w proce-
sie krzepnigcia krwi. Przerwanie ciaglosci $ciany naczynio-
wej sprawia, iz krew wydostaje si¢ poza naczynia. W wyniku
szeregu reakcji enzymatycznych fibrynogen - rozpuszczalne
biatko osocza - zostaje przeksztatcony w nierozpuszczalng fi-
bryne wypelniajaca ubytek w $cianie naczynia i zapobiegajaca
nadmiernej utracie krwi.

Kurczliwo$¢ miegsni. Bialka (przede wszystkim aktyna
imiozyna) sa gtownymi sktadnikami miesni. Wzajemna prze-
suwalnos¢ wtdkien aktyny i miozyny wzgledem siebie umozli-
wia skurcz i rozkurcz mieénia.
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Funkcje hormonalne. Liczne hormony, produkowane
przede wszystkim przez przedni plat przysadki moézgowej
i trzustke, s3 bialkami lub polipeptydami o wysokiej masie
czasteczkowe;.

Funkcje receptorowe. Niektore biatka, zlokalizowane
w btonach plazmatycznych lub w cytoplazmie, posiadajg zdol-
no$¢ wigzania odpowiednich hormonéw. Sg one nazywane re-
ceptorami tych hormondw. Takze inne substancje (niebedace
hormonami) majg swoje receptory.

Funkcje odpornosciowe. Biatka zwane immunoglobu-
linami lub przeciwcialami uczestniczg w inaktywacji bakterii,
wiruséw i innych czynnikéw obcego pochodzenia. Chronig
organizm przed infekcjami.

Zrédto aminokwaséw. Rozpad biatek pokarmowych
i bialek tkankowych jest gléwnym Zzrédtem wolnych amino-
kwasow.





