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Witasciwosci amfoteryczne biatek

lll. Czes¢ teoretyczna

lll. 1. Funkcje i zastosowanie biatek

Biatka stanowig grupe makroczasteczkowych zwigzkéw polipeptydowych o
bardzo skomplikowanej budowie i specyficznych wlasciwosciach. Odgrywaja wazng
role w procesach zyciowych - czynno$ciach i budowie komoérki. Sg gtéwnym
materialem budulcowym skoéry, miesni, S$ciggien, nerwéw 1 krwi, a ponadto
enzymow, przeciwcial i wielu hormondéw.

Biatka pelnig funkcje strukturalng (kolagen, elastyna) oraz katalityczng jako
enzymy, w obecnosci ktérych reakcje przebiegaja w optymalnych warunkach
znacznie szybciej niz gdyby zachodzily w inny sposéb. Odpowiedzialne sg za
transport elektrondw podczas oddychania i fotosyntezy, a takze produktow
metabolicznych i gazéw (albuminy). Na przyktad hemoglobina transportuje tlen w
krwinkach czerwonych a mioglobina w mie$niach. Zelazo jest przenoszone w osoczu
krwi przez transferyng, a przechowywane w watrobie, w kompleksie z innym
biatkiem - ferrytyng. Stanowia réwniez swoistego rodzaju ochron¢ komorek przed
ciatami obcymi (immunoglobuliny) oraz regulacyjng (kulmudulina). Odpowiadajg za
regulacj¢ genowa (histony) i hormonalng (insulina) oraz za prawidlowe dziatanie
mig$ni (aktyna, miozyna).

Rozw6j biotechnologii i metod optycznych spowodowat intensywny wzrost
zainteresowania oddzialywaniem biatek z organicznymi i nieorganicznymi cialami
stalymi. Szczegdélnego znaczenia nabraly w ostatnich latach badania zjawiska
adsorpcji protein w uktadach ciecz/ciato state. Badania dowiodly, Zze adsorpcja biatek
wywotuje szereg probleméw zdrowotnych: kardiologiczne, stomatologiczne,
urologiczne itp. Z drugiej strony wtasciwosci fizykochemiczne ,biologicznie”
modyfikowanych powierzchni (BioSS — Biological Surface Science) pozwalaja na
zastosowanie ich jako biomaterialéw, biosensoréw i biochipéw w diagnostyce, m.in.
do kontroli stezenia glukozy we krwi w celu regulowania poziomu insuliny w
przypadku pacjentéw chorych na cukrzyce¢ oraz wykonywania innych testow
serologicznych i w bioelektronice [2].

W ostatniej dekadzie XX wieku nastgpit gwaltowny rozwdj metod
chromatograficznych zwigzany z aplikacja tych technik do rozdziatu biatek oraz
mieszanin zwigzkow chemicznych stosowanych w rolnictwie, farmacji i innych
galeziach przemystu. Stosowane w farmacji leki stanowig czesto mieszaning
enancjomerdw, z ktérych tylko jeden jest aktywny biologicznie [3]. Przyktadem leku
bedacego mieszaning enancjomeréw byt talidomid. Enancjomer R ma dziatanie
uspokajajace, ale enancjomer S wykazuje dzialanie teratogenne. Jego obecno$¢ w
leku powodowata niedorozwdéj konczyn u dzieci, spowodowany stosowaniem przez
ich matki talidomidu w czasie cigzy jako leku uspokajajacego. Enancjomery to
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zwigzki o identycznych wlasciwosciach fizykochemicznych, lecz réznych
konfiguracjach podstawnikéw przy asymetrycznym atomie w czgsteczce. Nie mozna
ich rozdzieli¢ prostymi metodami fizykochemicznymi, dlatego poszukuje si¢ nowych
chiralnych faz stacjonarnych, aby poprawi¢ selektywnos¢ rozdziatu oraz skrécic czas
analizy.

Aktualnie w chromatografii cieczowej trwaja prace nad synteza oraz opisem
chiralnych wilasciwosci adsorbentéw organicznych (polimery) i nieorganicznych z
immobilizowanym biatkiem. W skutek oddzialywan polarnych i hydrofobowych
czesci biatek z probka, tworza si¢ kompleksy, w wyniku czego nastepuje rozdziat
enancjomeréw. Rozdziat jest wypadkowa wszystkich efektow zwigzanych z faza
stacjonarng, na ktérej znajduje si¢ substancja aktywna, w tym takze metody
immobilizacji stacjonarnej, sktadu i wlasciwosci fazy ruchomej jak réwniez
warunkéw rozdziatu temperatury i pH.

111.2. Budowa biatek

Biatka stanowig wielkoczgsteczkowe kopolimery zbudowane z rdéznych
L-aminokwaséw, zwigzanych ze sobg wigzaniami peptydowymi (rys. 1). Wigzanie
peptydowe jest wigzaniem kowalencyjnym powstajagcym pomigdzy grupami
a-aminowg oraz o-karboksylowa sasiednich aminokwaséw. Wigzania w tancuchu
peptydowym (V¥ i 0) wykazujg szczegdlng zdolnos¢ do rotacji.

Rys. 1. Geometria wigzania peptydowego. [4,5]
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Silne zréznicowanie tancuchéw bocznych powoduje ich wysokie
powinowactwo w stosunku do powierzchni miedzyfazowych. Wynika ono z
charakteru grup funkcyjnych {aminowe - & (6 < pK, < 8) i € (8 < pK, <10,5),
karboksylowe, tiolowe}, polarno$ci, rozmiaru oraz tadunku danej grupy. Grypy
aminowe lokalizuja si¢ na powierzchni makroczasteczek, sa czynnikami silnie
nukleofilowymi.

Do opisu struktury biatka Linderstorm-Lang wprowadzit okreslenia: struktura
pierwszorzgdowa, drugorzedowa i trzeciorzedowa. Struktur¢ pierwszorzedowsg
biatka wyznaczajg liczba, rodzaj 1 kolejno$¢ aminokwaséw w tancuchu
polipeptydowym oraz mostkéw siarczkowych umieszczonych w  tancuchach.
Lancuchy takie moga by¢ réznie usytuowane w przestrzeni, co stanowi strukture
wtorng biatka. W ramach struktury wtdérnej rozréznia si¢ jej trzy poziomy:
drugorzedows, trzeciorzgdowg i czwartorzedowa. Strukturg drugorzg¢dowg biatka
okresla si¢ regularne pofaldowanie segmentéw tancucha polipeptydowego.
Najczesciej wystgpujacymi sposobami pofatdowania biatka sg o helisa i struktura f3.
W przypominajgcej cylinder o helisie aminokwasy ustawiajg si¢ w taki sposdb, ze
powstaje regularna struktura okreslana jako spiralna (rys. 3a). Jednorodne grupy, tzn.
wigzania peptydowe, znajduja si¢ wewnatrz helisy, natomiast boczne tancuchy reszt
aminokwasowych, zawierajace rézne grupy funkcyjne, skierowane sg na zewnatrz
makroczasteczki, co umozliwia im kontakt z czgsteczkami w najblizszym otoczeniu.
Tlen karbonylowy kazdego wigzania peptydowego jest polagczony wigzaniem
wodorowym z wodorem grupy aminowej czwartego z kolei aminokwasu, przy czym
wigzanie wodorowe przebiega prawie rownolegle do osi helisy. Na jeden obrét o
helisy przypada 3,5 aminokwaséw, co odpowiada 0,54 nm, natomiast odleglos¢
mi¢dzy dwoma aminokwasami wzdluz osi o helisy wynosi 0,15 nm. Struktura
spiralna powstaje gtéwnie dzigki alaninie, fenyloalaninie, asparaginie, glutaminie,
histydynie, leucynie, metioninie, tyrozynie i tryptofanowi. Walina i izoleucyna ze
wzgledu na duze rozmiary tancuchéw bocznych nie moga uczestniczy¢ w
formowaniu stabilnej struktury o helisy. Seryna, treonina, prolina i hydroksyprolina
zaklocajg struktury regularne helisy. Dwa pierwsze aminokwasy z powodu
dodatkowych wigzan wodorowych tworzonych przez ich grupy hydroksylowe. W
przypadku proliny atom azotu wbudowany jest w pierscien heterocykliczny, co
wyklucza mozliwo$¢ obrotu wokét wigzania wegiel-azot (C-N) oraz wytworzenia
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Obecno$¢ proliny jest powodem, ze
tancuch moze ulec przegieciu lub nawet utworzy¢ petle [6].

Drugim rodzajem konformacji lancuchéw polipeptydowych budujacych
biatka jest struktura B-warstw, zwana inaczej dywanowa lub harmonijkowa (rys. 2b).
W biatkach o typowej strukturze faldowej tancuchy polipeptydowe sg utozone obok
siebie rownolegle albo przeciwréwnolegle. W poréwnaniu jednak z konformacja
spiralng fancuchy sg znacznie rozciggnigte, wobec czego nie mogg powstawac
wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe. Taka konformacje biatka stabilizujg
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poprzeczne mostki wodorowe wystepujace pomiedzy réwnolegle biegngcymi w
przestrzeni tancuchami polipeptydowymi. Nie wszystkie biatka majg budowe
Srubowga. W obrgbie nawet okreslonego rodzaju biatka stwierdza si¢ obecno$¢ obu
typéw struktury, ktére bywaja przedzielone obszarami nieuporzadkowanymi,
a rotacje dodatkowo ograniczajg efekty zwigzane z pecznieniem tancuchow
bocznych. Obliczenia teoretyczne wykazaly, ze konformacje uporzadkowanych
struktur drugorzedowych (o-helisa, B-warstwa) stanowia 25% catkowitej liczby
mozliwych konformacji [8].

W czasteczkach bialek wyr6zni¢ mozna réwniez element struktury zwany
B-zgigciem (rys. 2c). Na B-zgigcie sktadaja si¢ cztery reszty aminokwaséw, przy
czym drugg reszta najczesciej bywa prolina. Trzecig resztg f-zgigcia stanowi bardzo
czesto glicyna lub aspargina

Struktura trzeciorzedowa dotyczy przestrzennego uloZzenia aminokwaséw
zaréwno odleglych w sekwencji liniowej, jak i tych, ktére ze sobg sasiaduja.
Koncowa struktura przestrzenna jest determinowana przez sekwencj¢ aminokwasow.
W przypadku rozpuszczalnych w wodzie biatek globularnych takich jak mioglobina,
sila odpowiedzialng za faldowanie si¢ tancucha polipeptydowego jest energetyczny
wymog oddzielenia niepolarnych aminokwaséw od hydrofilowego otoczenia przez
schowanie ich w hydrofobowym wnetrzu. Lancuch polipeptydowy falduje si¢
spontanicznie w ten sposob, ze wiekszos¢ jego hydrofobowych tancuchéw bocznych
zostaje skierowana do wnetrza powstajacej struktury, a wigkszo$¢ jego polarnych
tancuchéw bocznych znajduje si¢ na jej powierzchni. Biologicznie aktywna
(natywna) przestrzenna konformacja bialka jest utrzymywana nie tylko dzigki
oddziatywaniom hydrofobowym, ale takze przez sity elektrostatyczne, wigzania
wodorowe i kowalencyjne wigzania dwusiarczkowe. Sity elektrostatyczne obejmuja
wigzania jonowe miedzy przeciwstawnie naladowanymi grupami i liczne stabe
oddziatywania van der Waalsa miedzy $cisle upakowanymi alifatycznymi
tancuchami bocznymi we wnetrzu biatka [9,10].

Pojecie struktury czwartorzgdowej wprowadzone przez J.D. Bernol okresla
stopien asocjacji lub polimeryzacji poszczegdlnych monomeréw biatkowych lub
tancuchéw polipeptydowych w wigksze zespoty, zazwyczaj oligomery. Ta struktura
jest utrwalana przede wszystkim przez wigzania disulfidowe, a takze przez
kleszczowe (chelatowe), tworzace si¢ z udzialem grup fenolowych, aminowych,
karboksylowych i za posrednictwem jonéw metali, oraz sitami van der Waalsa. Sg
znane przyktady przeksztatcania si¢ przez asocjacj¢ biatka nieaktywnego w aktywne,
np. fosforylazy b w fosforylazg a.
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Rys. 2. Struktury drugorzedowe biatek: a) a-helisa, b) P-warstwa,
C) B-zgiecia . [7]

lll.3. Czynniki wptywajace na stabilnos¢ biatek

Skomplikowana a jednocze$nie bardzo delikatna struktura bialek zalezy od
wielu czynnikdw. Niektére z nich stabilizujg forme¢ natywng inne natomiast
destabilizujg strukture, powodujac denaturacje czgsteczek. Entalpia swobodna
przejs¢ formy natywnej w forme zdenaturowang jest funkcjg wielu zmiennych, ktérg
obrazuje réwnanie [11]:

AG = AGy + f (T ,P, cx. pH, ...)

i ktérag mozna zapisa¢ poprzez parametry charakteryzujace denaturacje w okreslonym
rozpuszczalniku [15]:

A

AC, 5 AB 5
AG =AG, = AS,(T =Ty) - o7 (T-T,) +AVo(p—Po)+7(p—Po) +

0

+A6Ab'( p— p T —T,) +czlony wyzszego rzedu

gdzie: T - temperatura, p - ci$nienie, cx - stgzenie wspolrozpuszczalnika, AGy, ASy-
zmiany entalpii swobodnej i entropii w odniesieniu do temperatury Ty i ciSnienia po,

A A

T, p - aktualna temperatura i ciSnienie przejs¢, S ,a - réznica wspéiczynnikow
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Scisliwosei (B =fV) i a - rozszerzalnosci cieplnej (o =oV) stanu zdenaturowanego

i natywnego, AC,- zmiany pojemnosci cieplnych.

AH<0 /
AN AV<0
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AV<0 AV>0
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Rys. 3. Diagram fazowy stabilnosci biatek. Wnetrze elipsy wyznacza
granice istnienia formy biologicznie czynnej biatka. [12]

W przypadku, gdy AG=0 wykresy zaleznosci p = f(T) przedstawiajg diagramy
fazowe stabilnosci biatek (rys 3). W zalezno$ci od warunkéw biatka mogg ulegaé
denaturacji pod wptywem wysokich cisnien (p), jak réwniez wysokich (k) oraz
niskich temperatur (c).

11.3.1. Rozpuszczalnik i pH roztworu

Duzy wptyw na wtasciwosci i stabilnos¢ struktur drugorzedowych biatek ma
charakter rozpuszczalnika, w szczegdlnosci wody. Ze wzgledu na specyficzne
wlasciwosci (wysoka: stata dielektryczna, moment dipolowy oraz temperatura
wrzenia; maly moment bezwladnosci), woda bierze udzial w: katalizie
enzymatycznej, faldowaniu i stabilnosci konformacyjnej bialek, ich plastycznosci
(objetosci swobodnej i ruchliwosci), a takze odgrywa wazng role w specyficznych
oddziatywaniach np. lekéw przeciwrakowych z DNA. W $rodowisku wodnym
czasteczki biatek otoczone sg warstwg hydratacyjng rozpuszczalnika. Powstaje ona w
efekcie oddzialywah hydrofobowych, wigzanh wodorowych, oddziatywan
elektrostatycznych typu dipol-dipol czasteczek wody z grupami polarnymi (-OH,-
SH,-CONH,) lub zjonizowanymi grupami (-NH;",-COO") tancuchéw bocznych,
znajdujacych si¢ na powierzchni biatka oraz sit van der Waalsa. Trwalo$¢ wigzan
wodorowych pomiedzy polarnymi/zjonizowanymi grupami biatek a czasteczkami
wody jest 5-10 razy wigksza niz w czystej cieczy [13]. Grubo$¢ powtoki
hydratacyjnej wynosi $rednio 4-8 AW wyniku oddzialywania nastepuje
uporzadkowanie czasteczek wody wobec niepolarnych skladnikow zwigzane z
obnizeniem entropii oraz wzrostem entalpii swobodnej, co jest niekorzystne
termodynamicznie. W wyniku tego reszty hydrofobowe sa ukryte wewnatrz
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czasteczek biatek a grupy hydrofilowe sg na powierzchni. Otoczka wodna chroni te
czasteczki przed taczeniem si¢ w wicksze zespoty, a tym samym przed wytragcaniem
z roztworu. Jednocze$nie w roztworach wodnych istnieje tendencja do zmniejszania
kontaktu z grupami niepolarnymi co moze zachodzi¢ poprzez samorzutng agregacje.
Proces ten zwigzany jest ze zmniejszeniem entalpii swobodnej a tym samym jest
korzystny termodynamicznie. Proces hydratacji czgsteczek bialek nie jest jeszcze do
konca wyjasniony. Obecnie wéréd badaczy przewaza poglad, ze czasteczki wody w
poblizu bialek ulegajg cigglym powolnym zmianom. Dynamika wody jest wynikiem
oddziatywania z grupami hydrofilowymi, jak réwniez hydrofobowymi. Czynniki
hydrofobowe powoduja lokalne zmiany w otaczajgcej warstwie.

W niektérych przypadkach w wyniku rozciggania czgsteczek bialek moze
dojs$¢ do nieodwracalnej agregacji bialek. Reaktywno$¢ i ruchliwos$¢ biatek rosnie w
miar¢ wzrostu stopnia wilgotnosci, w wyniku czego wzrasta prawdopodobienistwo
zajscia reakcji denaturacji, agregacji, utleniania, podzialu czy usuwania grup
amidowych (deamidacji). W warunkach przemystowych bialka produkowane sg
metodg liofizacji (suszenia sublimacyjnego przy zredukowanym cisnieniu- ,,freeze-
dried — lyophilized”), ktéra zapewnia minimalny poziom wody.

W obecnosci niektérych rozpuszczalnikéw organicznych czasteczki biatek
ulegajg denaturacji. Proces ten zwigzany jest z usuwaniem czasteczek wody z
warstwy hydratacyjnej, co powoduje zmian¢ zwartej globularnej struktury
trzeciorzgdowej bialek w nieaktywne biologicznie, nieuporzadkowane taficuchy
polipeptydowe. Badania zachowania lizozymu w obecnosci formamidu i
dimetyloformamidu (DMF), dimetylosulfotlenku (DMSO) wykazaty, ze polarne
rozpuszczalniki mogace tworzy¢ silne wigzania wodorowe z fragmentami biatka a
tym samym zastgpowaé wodg, zwykle powodujg denaturacje biatek. Alkohole
powodujg zmiany struktury trzeciorzgdowych biatek (np. P-laktaglobulin lub
cytochromu) bez makroskopowej zmiany struktur drugorzedowych, cho¢ metanol
powoduje denaturacje biatek. Stabilno$¢ biatek w rozpuszczalnikach organicznych
mozna zwigkszy¢ poprzez tworzenie szczelnych warstw hydratacyjnych wokot
biatka poprzez: dodatek surfaktantu lub czynnikéw silnie hydrofilowych (np.
polimeréw). Duzy plyw na stabilno$¢ oraz wiasciwosci biatek ma kwasowos$¢
srodowiska (warto$¢ pH). W wyniku dziatania silnych kwaséw zmniejsza si¢ stopien
dysocjacji grup karboksylowych. Grupy te tracag wowczas fadunek elektryczny, co
jest przyczyna rozerwania wigzan jonowych przy jednoczesnej destrukcji wigzan
wodorowych. Mocne zasady zoboj¢tniajg grupy amoniowe w wyniku czego w
skrajnych przypadkach moze doj$¢ do fragmentacji tancucha peptydowego na skutek
zerwania wigzan peptydowych. Zmiany pH roztworéw wplywaja silnie na tadunek
czasteczek biatek. Zmienno$¢ konformacji zalezna od pH wynika =z
nieréwnomiernego rozmieszczenia fadunkéw w czasteczce biatka, ktére powoduje
labilno$¢ wigzan jonowych. Dlatego nawet niewielkie zmiany pH, przez zmiang sity
wigzan jonowych zmieniajg strukture trzeciorzedowg czasteczek. Ma to szczegdlnie
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istotne znaczenie dla bialek biologicznie czynnych (np. enzymoéw), gdyz ich
aktywnos$¢ zalezy Scisle od konformacji czasteczek. Istnieje taka warto§¢ pH, dla
ktoérej tadunek powierzchniowy biatka jest zerowy (pI). W tabeli 2 przedstawiono
masy czasteczkowe i warto$ci odpowiadajace punktowi izoelektrycznemu niektérych
biatek.

Tabela 2. Masy czasteczkowe i wartosci punktéw izoelektrycznych wybranych

biatek. [14]

Biatko Masa czgsteczkowa Punkt

g/mol izoelektryczny
mioglobina 17 000 7
B-laktoglobulina 18000 - 36000 52
ovomukoidy 28 000 4,1
ovoglikoproteina 30 000 4,1
pepsyna 34 600 <1
kwas o;-glikoproteinowy 41 000 2,7
ovalbumina 45 000 4,7
HSA 66 000 4,7
BSA 66 466 4,7-4,9
conalbumina 70 000 - 78000 6,1-6,6
glukoamylaza 97 000 5
ferrytyna 450 000 4.4

Bardzo wazne dla rozpuszczalno$ci biatek jest stezenie elektrolitu. Czesto
konieczne jest utrzymanie pewnego stezenia soli, aby w roztworze utrzymac biatko o
znacznej asymetrii rozmieszczenia tadunku (np. albumina surowicy). Ten efekt
zwigkszenia rozpuszczalnosci biatka w wyniku dodania soli zwigzany jest z
agregacja lub asocjacjg czasteczek biatka. Jony soli gromadza si¢ na powierzchni
czasteczki biatka i silnie podwyzszajg stopien hydratacji, co powoduje podwyzszenie
rozpuszczalnosci. Zarowno kationy jak i aniony odgrywaja duza role w procesie
rozpuszczania bialek. Zostaty one sklasyfikowane w szereg Hofmeistera [15-17] :

Wzrost efektu wysalania

A

Aniony: PO,”, SO4*, CH;COO, CI', Br, NO3, ClO4, I', SCN°
Kationy: NH4*, Rb*, K*, Na*, Li*, Mg*, Ca®*, Ba*

»
>

Wzrost efektu rozpuszczania

Efekt wytracenia biatka na skutek dodania soli do roztworu (wysalanie)
zwigzany jest z odwodnieniem czgsteczki biatka, co jest wynikiem koniecznej
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hydratacji duzego nadmiaru elektrolitu. Poniewaz rézne biatka wytracaja si¢ przy
réznym st¢zeniu elektrolitu, metode wysalania zalicza si¢ do bardzo waznych metod
wstepnego rozdzielania mieszaniny bialek w tagodnych warunkach.

11l.3.2. Temperatura i cisnienie

Jedng z cech charakterystycznych biatek jest silna zaleznos$¢ struktury od
temperatury. Biatka ulegajg denaturacji termicznej zarowno w wysokich jak i niskich
temperaturach. W  wysokich temperaturach nastgpuje rozrywanie wigzan
wodorowych oraz hydrofobowych, co prowadzi do zmiany agregacji. Zmiany te
prowadzg do agregacji oraz wytracenia biatka (koagulacji). Proces ten zalezy od
rodzaju i zawarto$ci aminokwasOw w strukturze biatka. Termiczna stabilno$¢
aminokwaséw tworzgcych biatka zmienia si¢ w szeregu [18]: Val,
Leu>Ile>Tyr>Lys>His>Met>Thr>Ser>Trp>Asp, Glu, Arg, Cys (peilne nazwy
aminokwaséw zamieszczono w tabeli Z1 w zalgczniku do skryptu B11).

Proces denaturacji albumin przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie
ogrzewania do okoto 65 °C (maksimum piku na termogramie DSC) nastepuje
czgSciowe rozwijanie struktur spiralnych, a czasteczki przegrupowujg si¢ w struktury
~dywanowe” przy udziale wylacznie wigzan wodorowych. Powyzej temperatury
65°C stopniowo odstaniana jest grupa —SH (cys-34) [19], w wyniku czego mogg si¢
tworzy¢ mostki siarczkowe (S-S) pomi¢dzy monomerami, a sam proces jest
nieodwracalny. Proces ten w duzej mierze zalezy od czasu ogrzewania prébki. W
zaleznos$ci od charakteru biatka procesy towarzyszace ogrzewaniu mogg zachodzic¢
wieloetapowo.

Zimna denaturacja jest wynikiem oddzialywania niepolarnych grup biatek z
wodg [20]. Zachodzi ona w obszarze wysokiego cisnienia (>0,2 GPa). Zmniejszenie
temperatury powoduje rozwijanie natywnej struktury bialek w wyniku dzialania
niskich temperatur, a tym samym odstonigcia wewnetrznych grup niepolarnych.
Z obnizeniem temperatury zmniejsza si¢ potencjal termodynamiczny hydratacji, co
sprawia, ze proces ten jest korzystny termodynamicznie Zmiany te wynikaja z
ostabienia hydrofobowych oddziatywan, wzrostu wewngtrzpeptydowych oraz
bezposrednich oddzialywan pomig¢dzy woda, polarnymi i zjonizowanymi grupami
czasteczek biatek. Proces denaturacji w niskich temperaturach jest catkowicie
odwracalny w przeciwienstwie do wysokotemperaturowej denaturacji.

Delikatne struktury bialek ulegajg odksztatceniom pod wpltywem wysokich
ci$nien. Stan ten charakteryzuje si¢ zmniejszeniem objetosci w stosunku do formy
natywnej. W zakresie nizszych ste¢zen oraz dostatecznych temperatur tworza si¢
przypadkowe zwoje. W wyniku kompresji czasteczek biatka czasteczki wody z
warstwy hydratacyjnej przenikaja do hydrofobowego rdzenia.
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lll.4. Klasyfikacja biatek

Istnieje kilka sposobéw klasyfikacji biatek. Ze wzgledu na budowg, biatka
mozna podzieli¢ na proste i zlozone. Do biatek prostych zaliczamy te, ktére
zbudowane sg wylacznie z aminokwaséw. Natomiast biatka ztozone sktadajg si¢ z
czasteczki biatka prostego potgczonego z inng, niebiatkowg czasteczka.
Czasteczkami niebiatkowymi wchodzacymi w sklad biatek zlozonych moga byc¢:
barwniki, fosforany, kwasy nukleinowe, lipidy, weglowodany. Grupy niebiatkowe w
biatkach ztozonych nosza nazwe grup prostetycznych.

Biatka proste dzieli si¢ na: protaminy, histony, albuminy, globuliny,
prolaminy, gluteliny i skleroproteiny, a za kryterium tego podzialu przyjeto
rozpuszczalno$¢ w wodzie, roztworach soli i etanolu oraz charakter wchodzacych w
ich sktad aminokwaséw. Pierwsza grupa nalezy do polipeptydéw, pie¢ nastgpnych
do biatek globularnych, a ostatnia do fibrylarnych. Czasteczki biatek globularnych
majg ksztalt eliptyczny o niewielkim stosunku dlugosci do szerokosci. Skladajg sie
one 7z pofatdowanych i dodatkowo zwinigtych tancuchach polipeptydowych
utrwalonych réznego typu wigzaniami, w wigkszos$ci kowalencyjnymi. Bialka te sg
w wickszo$ci tatwo rozpuszczalne w wodzie i rozcienczonych roztworach soli.
Biatka fibrylarne sg biatkami o duzej asymetrii czgsteczek, tzn. duzym stosunku
dlugo$ci do szerokosci. Czgsteczki biatek fibrylarnych sg zbudowane z
rozciggnictych tancuchéw polipeptydowych, polaczonych ze sobg réznego typu
wigzaniami niekowalencyjnymi. Bialka te majg trwata struktur¢ i sg w wiekszosci
nie rozpuszczalne w roztworach soli. Gléwnymi przedstawicielami bialek
fibrylarnych sg biatka strukturalne i podporowe taki jak: keratyna, miozyna i
kolagen. Z kolei biatka ztozone, w zalezno$ci od charakteru grupy prostetycznej,
dzieli si¢ na: fosfoproteiny, glikoproteiny (mukoproteiny), chromoproteiny.
nukleoproteiny, metalo-, hemo- i lipoproteiny.

lll. 4.1. Biatka proste

Protaminy, ze wzgledu na matg mase czasteczkowg (do 5 kDa) sg zaliczane do
polipeptydéw. Sa zbudowane tylko z 8 rodzajow aminokwaséw, o znacznej
przewadze zasadowych- zwlaszcza argininy, natomiast nie zawieraja aminokwasow
siarkowych. W zwiazku z takg budowg protaminy odznaczajg si¢ duza zawartoscia
azotu (ok. 25%). Maja one charakter silnie zasadowy i sg rozpuszczalne w wodzie.

Histony sa typowymi biatkami jadra komoérkowego, w ktorym wystepuja w
potaczeniu z kwasami nukleinowymi jako nukleoproteiny. Ze wzgledu na ich silnie
zasadowy charakter maja wlasciwo$ci podobne do protamin (cho¢ ich sktad
aminokwasowy jest bardziej zréznicowany) oraz zawierajg mate iloSci amino-
kwasow siarkowych.
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Albuminy sa bardzo rozpowszechnione w cieczach ustrojowych i ziarnach roslin
uprawnych. Sg rozpuszczalne w wodzie i rozcienczonych roztworach soli, ulegaja
wysoleniu w obecnosci wigkszych stezen siarczanu amonu. W ich sktad wchodza
wszystkie aminokwasy z przewagg kwasnych. Do wazniejszych nalezg: albumina
surowicy krwi, ovalbumina, rycyna oraz leukozyna. Podstawowa ich funkcjg w
tkankach jest regulacja ci$nienia osmotycznego cieczy ustrojowych i wigzanie
réznych sktadnikéw (odzywczych, regulacyjnych).

Globuliny s3 najwicksza, najwazniejszg i najbardziej rozpowszechniong grupg
biatek, a nalezy do niej wigkszo$¢ enzymdw i glikoprotein. Wystepuja w cieczach
ustrojowych zwierzat oraz wchodza w sktad biatek zapasowych nasion roélin,
zwlaszcza motylkowatych. Globuliny sg nierozpuszczalne w wodzie, a rozpuszczaja
si¢ w rozcienczonych roztworach soli i moga by¢ wysolone przez ich stg¢zone
roztwory. W sktad globulin wchodzg wszystkie aminokwasy biatkowe.

Prolaminy stanowig grup¢ bialek rozpuszczalnych w nizszych, rozcienczonych
alkoholach alifatycznych i niektérych aromatycznych. Wystepuja tylko w nasionach
traw, np. pszenicy. Prolaminy to biatka rozpuszczalne w 80% roztworze etanolu lecz
nie rozpuszczalne w wodzie i czystym alkoholu etylowym. Przedstawicielami tej
grupy bialek s3: laktoglobulina, edestyna, tuberyna.

Gluteliny s3 rozpuszczalne w rozcienczonych kwasach i zasadach, natomiast
nierozpuszczalne w roztworach soli obojetnych i alkoholach. Wystepuja w nasionach
ro$lin jednoliSciennych.

Skleroproteiny sa duza grupg biatek fibrylarnych wystepujacych u zwierzat jako
sktadniki tkanki tacznej i strukturalnej. Sg one szczegdlnie odporne na dziatanie
rozpuszczalnikbw 1 enzymOw proteolitycznych 1  wystgpuja w  formie
pseudokrystalicznej. Gtéwnymi przedstawicielami tych biatek sa: keratyna, kolagen i
elastyna.

lll. 4.2. Biatka ztozone

Glikoproteiny zawieraja zwigzane kowalencyjnie liczne oligosacharydy o
tancuchu zwykle z 2-10 reszt monosacharydu. Dotaczenie sacharydéw nastepuje po
petnej syntezie fancucha peptydowego w ramach tzw. modyfikacji potranslacyjnej.
Glikoproteiny sg bardzo rozpowszechnione u roslin i zwierzat, gdzie stanowig
sktadniki tzw. cieczy ustrojowych i bialek btonowych, réwniez enzyméw (np.:
hydrolaza acetylocholiny, glukoamylaza), hormony biatkowe, biatka surowicy krwi,
wszystkie przeciwciala i substancje grupowe krwi, lektyny. Zawarto$¢ sacharydéw w
glikoproteinach waha si¢ od 3% (albumina jaja) do 50% (albumina gruczotu
podszczgkowego).

Chromoproteiny stanowia chemicznie réznorodng grupe bialek, ktérych
sktadnikiem niebiatkowym jest substancja barwna. Grupa ta dzieli si¢ na
hemoproteiny, zawierajace uklad hemowy, zwiazany z jonem Fe® oraz inne
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chromoproteiny, w ktérych wystepuja inne skladniki barwne zwigzane z biatkiem
zwykle odwracalnie. Do chromoprotein naleza: hemoglobina i mioglobina, od-
powiedzialne za dostarczanie organizmom zwierz¢cym tlenu, cytochromy, transpor-
tujagce elektrony w gléwnych procesach oksydoredukcyjnych wszystkich organiz-
moéw, leghemoglobina uczestniczagca w wigzaniu N, przez bakterie oraz niektére
enzymy (peroksydaza, katalaza). Z innych chromoprotein nalezy wymienic¢
fikobiliny i fikocyjaniny oraz fitochromy, zawierajace tetrapirolowe uktady otwarte
(bez jonu metalu), melanoproteiny, czyli substancje barwne skory oraz pochodne
karotenowe - rodopsyny - uczestniczgce w procesie widzenia.

Metaloproteiny zawieraja rézne jony metali zwigzane bezposrednio z biatkiem:
naleza do nich tzw. ferredoksyny, czyli biatka zZelazo-siarkowe, a takze ferrytyna i
ceruloplazmina, flawoproteiny, kompleksy biatkowo-chlorofilowe oraz liczne
enzymy, w ktérych jon metalu petni zasadnicza role strukturalng lub katalityczng.
Znane s3 bialka czynne, zawierajace w swoim sktadzie Mg (fosfatazy), Mn
(arginaza), Zn (insulina), Cu (oksydazy), Mo (reduktaza azotanowa) i in.

Nukleoproteiny obejmuja grupe polipeptydow i biatek, gléwnie zasadowych,
ktére sg zwiazane w kompleksy z kwasami nukleinowymi (DNA i RNA) za pomoca
wigzan kowalencyjnych. Wystepuja w jadrach komoérkowych, gdzie stanowig
podstawowy material genetyczny komorki, a takze w rybosomach, gdzie tworza
kompleksy RNA z biatkiem. Ponadto z prawie czystych nukleoprotein sg zbudowane
wirusy.

Lipoproteiny sa to biatka sprzezone z lipidami. Wystepuja one gltéwnie w
bogatych w ttuszcz ziarnach, btonach komoérkowych i cytoplazmatycznych, a takze
w plazmie krwi. Odpowiadajg za transport i rozprzestrzenianie lipidow, hormonéw,
witamin rozpuszczalnych w lipidach itp.

— 13—
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IV. Czes¢ doswiadczalna

A. Aparatura i odczynniki

1. Aparatura:
—  pipety miarowe o pojemnosci 10 cm® — 2 szt.
— pipety miarowe: 2i 5 cm’
kolbki stozkowe pojemnos¢ 200 cm® — 4 szt.
biureta 25 cm3,
kolbki miarowe: 25 cm’, 50 cm’, 2 x 200 cm”.,
2. Odczynniki:
—  0,05% roztwor zieleni bromokrezolowej rozpuszczonej w 0,002 g/ 100 cm®

wodorotlenku sodu;

— 0,05% roztwdr biekitu tymolowego rozpuszczonego w 0,0035 g/ 100 cm’
wodorotlenku sodu;

— 0,1 M NaOH;

- 0,1 M HCI;

— biatka: zelatyna i albumina surowicy wotu (BSA — Bovine Serum Albumin)

B. Wykonanie pomiarow

W kolbkach o pojemnosci 25 cm’ przygotowa¢ 1 % wodne roztwory zelatyny i
BSA.

Uwaga:

Roztwory biatek silnie sie pienia, dlatego nalezy ostroznie dodawacé¢
wode i dopiero po catkowitym rozpuszczeniu krysztatlow uzupetni¢ do
kreski i wymieszac.

W celu rozpuszczenia zelatyny w wodzie roztwor nalezy ogrza¢ w
cieptej wodzie.

Przygotowaé dwie kolbki stozkowe: do jednej z nich odmierzyé 5 cm® wody
destylowanej do drugiej 5 cm® roztworu 1 % zelatyny, oraz do obydwu doda¢ po 30
kropel zieleni bromokrezolowej (uwaga: zawsze nalezy dodawa¢ taka samg liczbe
kropel).

Tak przygotowanych roztworéw miareczkujemy za pomocg 0,01 M HCI
(przygotowanego weczesniej z 0,1 M HCI) do uzyskania zéttego zabarwienia
(w przypadku roztworu bialka nie ma ostrej zmiany barwy dlatego nalezy
dodawa¢é odczynnika miareczkujacego powoli). Pomiary wykonujemy dwukrotnie
dla kazdej prébki. W przypadku BSA miareczkujemy 0,025 M HCL
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Do dwdéch kolejnych kolbek stozkowych odmierzy¢: 5 cm’ wody destylowanej
do drugiej za$ 5 cm’ roztworu 1 % zelatyny oraz do obydwu doda¢ po 30 kropel
btekitu tymolowego. Roztwory miareczkujemy za pomocg 0,01 M NaOH
(przygotowanego weczesniej z 0,1 M NaOH) do zabarwienia niebieskiego (w
przypadku roztworu biatka nie ma ostrej zmiany barwy dlatego nalezy dodawac
odczynnika miareczkujagcego powoli). Pomiary wykonujemy dwukrotnie dla
zelatyny jak réwniez roztworu BSA.

C. Opracowanie wynikow

Na podstawie ilosci zuzytych odczynnikéw miareczkujacych oszacowaé
stezenie grup kwasowych oraz zasadowych w kazdym biatku. Oceni¢, kiedy biatko
wystepowato w postaci anionowej, a kiedy w kationowej oraz wyjasni¢ (korzystajac
z tabeli Z1 i Z2 w zatgczniku do skryptu B11), ktére aminokwasy sa odpowiedzialne
za zréznicowanie wlasciwosci kwasowo zasadowych.
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Tabela Z1. Giéwne aminokwasy wystepujgce w biatkach.
Nazwa (skrét) Struktura Nazwa (skrot)

Struktura

Aminokwasy obojgtne

alanina (Ala) HN—CH—C—OH aspargina (Asn) HsN—CH—C——OH
CHs L
| 2
(|:=0
NH,

HaN—CH—C—O0H H,;N—CH—C—OH

cysteina (Cys) CH, glutamina (Gln) CH,
SH CH,
(l_';=0
NH,
glicyna (Gly) FzN=——CH=C=—0H izoleucyna HoN—CH—C—OH
! |
(1le) TH_ CHy
L
CHs
I
H,N—CH—C—OH H2N—(|':H—C—OH
leucyna (Leu) (l:Hz metionina (Met) <|:|-|2
(l:H—CH3 ‘|3"'2
CH, T
CH;
I ]
H,N—CH—C—OH C—OH
fenyloalanina CH, prolina
(Phe) (Pro) HN
i I
H,N——CH—C——OH H,N—CH—C—OH
seryna (Ser) treonina (Thr) CH—OH
CH,
CH;
OH
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cd Tabeli Z1

H,N—CH—C—OH HaN—CH—C—0H

tryptofan (Trp) tyrozyna (Tyr) CH,

OH

walina (Val) H,N——CH—C—OH
CH—CH,4

CH;

Aminokwasy kwasowe

kwas asparginowy HN—CH—C—OH kwas H,N—CH—C—OH
(Asp) CH, glutaminowy CH,
c=o Glu
| (Gl CH,
OH

Aminokwasy zasadowe

HoN—CH—C——O0H H,;N—CH—C—OH

CH,
arginina | histydyna AN

(Arg) | (His) \\—NH

lizyna

(Lys)
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