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WIADOMOSCE WSTEPNE

1 WIADOMOSCI WSTEPNE

Woda i produkty jej jonizacji tj. jony wodorowe i wodorotlenowe
stanowia wazne czynniki uczestniczace w okreslaniu cech struktury i
biologicznych wtasciwosci biatek, kwasow nukleinowych, lipidow, bion i
wielu innych skladnikow komorkowych.

Woda dysocjuie naﬁ‘—mﬁ‘}(aao ) 1['J'ouv"T““oooe' mml(ou ).

-..-..vn

Dla uproszczema bedziemy méwili o Jome hydroniowym Jako i) ;pme wo—
dorowym (H") . a wtedy rdwnanie dysoche_n wody bedzie ‘\'N‘g'ladaio nas-

- '.‘:_

tepujaco: ., G
o e

H0 —— '+ o

stata réwnowagi tej dysocjacji wynosi:

tu*1ton") A8
K-—l'u—al——-i.axio <
2

Poniewaz stezenie wody IHZOI wynosi IHZOI - 10009/dcm3:169/nol- 55.5
nol/dcm3 (2> 1 zmieni&d sie W bardzo niewielkim stopniu, mozna wiec
Przyjaé:

K [H0) = K, = [H'] x [OH) o
Podstawiajac warto#¢ €1 i (2 do rdwnania (D otrzymu_im'

K, = [H'1x[OH] = 555 x 18 x 107'° stad [H'1x[OH) = 1x ©07'*
Kvm&m:mmomm v temp. 25° réwnym 1 x 107
Zauwazamy, 2e stezenie H‘ i OH sa odwrotnie proporcjonalne. Jezelj
stezenie H' jest duze to steznie OH musi by¢ mele i odwrotnie np.
jezelj tH') = 10 2mol/1, to 10H ) = 10 2mo1 1.
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12 DEFRMICUA KWASU 1| ZASADY

Kwas Jjest donorem protonu, a ZASADA jego akceptorem
*

Kwas ———— H <+ zasada
- -

CH:OO(II —py H cug-ooo
+ - anidon octanowy

l.l‘ — H
ak
DEFINICJA LEWISA: teoria Lewisa wiaze pojecia kwasu 1 zasady 2
przytaczeniem lub oddawaniem pary elektronowej. Za KWASY (tzn. kwasy
Lewisa) uwaz2a sie czasteczki, ktore sa akceptorem pary (lub par)
elektronowej. ZASADA Lewisa jest zwiazek Dbedacy donorem pary (par)

elektronowe] .

W wyniku jonizacji kwasu powstaje sprzezona z tym kwasem =zasada, a
przeciwnie protonacja zasady prowadzi do powstania sSprze2onego 2z nia
kwasu. Kwas octowy i octan tworza sprzezona pare kwas - zasada.

13. Dermacaa PH 1 PK

PH jest miara stezenia LI‘ w roztworze. pH jest zdefiniowane naste-—
pujaco:
1

pH = log —!-iv;———--logmm*l (1)

Réwnanie dysocjacii siabego kwasu wyglada nastepujaco:
HA ——— H’O A
e
Pozorna stata dysocjacji tego kwasu wynosi:

" AT
THAI

(2)

Poniewa2z czesto wartosci K dla siabych kwasédw 1 siabych zasad sa
ujemnymi liczbami wykiadniczymi, wygodne )jest wyrazenie K jako pi;

gdzlop!--loglnloq-’i- 3



WIADOMOSCE WSTEPRE

pK kwasu odpowiada takiemu pH , przy ktorym poiowa tego kwasu jest
zdysoc jowana.

14. ROWNANE HENDERSONA - HASSELBACHA

Jaka jest zalezno$é pomiedzy pH a propdrcja kwasu do zasady w roz-.
tworze ? .

Potrzebne wyrazenie wyprowadza sie z réwnania (2)

1 . 1 x (A} O
{H) K LHA)
Po zlogarytmowaniu obu stron otrzymuje sie
log 1 = log . + log i s
[H) K [HA}

Podstawiajac w réwnaniu (5) pH w miejsce log —I.:'l oraz pK zamiast log t

otrzymuje sie p'owszocl'nlo réw i e/ Hend ~Ha 1bach
(A7)
PH = Pk + log
{HA)

15. POsEraNOSE BUFOROWA

' Sprzezona para KWAS-ZASADA (np. kwas octowy i jon octanowyd
wykazuje wazna wiasnosc opjerania sie zmianom pH roztworu., czyli
innymi sitowy dziaia jak bufor. Dla kazdej sprzezonei pary KWAS-ZASADA
istnieje charakterystyczna wartosc pH, przy ktorej Jej zdolngcg
Mﬂiormnig Jjest najwieksza i jest to wowczas gdy pH = pi Pojo;r:ott
buforowa zostaje wyczorp&na. 'gdy znnczﬁa cze#d jonédw A zostanie
wykorzystana do zwiazania jonéw H*. Buforami © najwiekszym znaczeniu
biclogicznym sa pary:

- - -2
H,CO,/ HCO] 1 H,PO, s WPO,
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2. AMINOKWASY

AMINOKWASY Sa podstawowymi jednostkami strukturalnymi biaiek. Jak
sama nazwa wskazuje, aminokwasy zawieraja dwie charakterystyczne gru-—
PY funxcyjn.:[a!m—mrm—-m;limnmq W amino-
kwasach stanowiacych skiadniki biaiek grupa aminowa znaiduje sie w
pozycii a w stosunku do grupy karboksylowej. W roztworze o pH obojet-
nym aminokwasy wystepuja zasadniczo w formie zjonizowanej. jako [JONY

OBOJNACZE] (jony dwubiegunowe, zwitter-jony). Aminokwas w postaci jonu
oboj nacéego ma protonowana grupe aminowa (—NH;) oraz zjonizowana grupe
karboksylowa (-COO™). Ze zmianami pH roztworu zmienia sie stan joniza-
cii czasteczki .mmgﬂgu W roztworze [KWASNYN] (np. w PH=1) cofa sie

BOK: -J |- staje sie ona niezjonizowana (-COOH),
azmngmse_aggssum(—m) W roztworze
(np. pH=11) zjonizowana jest m(-coo'). a niezjonizo-

wana grupa [AMINOWA] (-NH.,) .

+
+ OH
+H* . - THZ -
~COOH +———= H~C~CO0 +—= H-¢-COO
ky R ko

FORMA FORMA FORMA
przewazajaca = przewazajaca przewazajaca
w PH=1 w PH=7 w PH=11
+ - +* * - -
4 ~ CHR~COO JiH'] t « CHR~COO JIOH )
o s X - oty

1 2

[MH, - CHR-COOH) { MH,, ~CHR~CO0" }

Dysocjacja grupy karboksylowej (kwasowej) i aminowej (zasadowejd
aminokwasu jest okreslona, podobnie jak dysocjacja siabych kwasdw i
zasad,. przez prawc dziatania mas;: kazdej grupie odpowiada staia dyso-
cjacii K, k{oroj ujemny logarytm nosi nazwe wartosc pK. Wartoké pK
grupy kwasowej wynosi zwykle ok. 2,2. Dla grupy aminowej, ktéra zgod-
nie z réwnaniem R -’NHS——o R ~ NHzo H' motna traktowae jako kwas,
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zmierzone wartoféci pK wynosza 9.0 - 9.8.

TABELA iartosc.l pK grup funkcyjnych aminokwasow.
GRUPA WARTOSC pK GRUPA \WARTOSC pK
a—COOH 1,7 - 2,6 -SH (Cys) 83
a—-m; 8,9 - 10,9 -OH CTyr 10,1
B-COOH CAsp) 3,9 c-NH; CLys) 10,5
#~COOH (Glw 4,3 GUANI DYNOWA 12,5
CArgd
) IMIDAZOLOWA 6,0
C(His)

W wielu przypadkach praktyczne jest opisywanie dysocj a-cji za pomoca
tzw. krzywej miareczkowania. Przedstawia ona osiagnieta wartosé¢ pH
jako funkcje wprowadzonej ilo$ci kwasu (jonu H+) lub zasady: dodajac w
‘obu przypadkach 0.5 mola osiaga sie warto$¢ pK.

21 PUNKT [ZOELEKTRYCZNY

PrRzv pewnej charakterystycznej dla kazdego aminokwasu wartogci pH
Przewaza dwubiegunowa postac aminokwasu. Te wartos¢ pH nazywamy PUN-

KTEM IZOELEKTRYCZNYM (pI, pH ). Przy tej wartosci pH aminokwas jest
zewnetrznie elektroobojetny. chociaz kazda czasteczka zawiera iadunek

dodatni i 2iadunek ujemny. Punkt izoelektryczny stanowi srednia
arytmetyczna pK grupy k jJ 1 zasad ] - dla aminokwasow obo-
Jetnych i kwasnych.

PKI kS pKz
Pl e ——
- o
?’-on il -0~ = i{o°
- .
GLICYNA i x> I" *+ [T R) ¢ B0
CH_-NH_ 3 N K CH M,
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Dia aminokwaséw zasadowych punkt izoelektryczny jest grednia aryt-

metyczna ze stalej dysociacii pK, i PK4
PK, + pPK,
pI =
2

22 KRZYWE MARECZKOWANIA

RYS1 prasedstawia krzywe miarecskowania wodnych roztwordw glicyny,
Rwasu glutaminowego i argininy. Jegeli do wodnego rostworu glicyny o
stedeniu 1 mbl am> i pH ok. 6 bedziemy dodawad NCl nastapt ssybkie
2mniejszenie wartodci licsbowych pH. Amfoterycezne jony dipolarne ‘lf—
cyny sachowu)q sie@ wowczas jak sasada | preylgczajq jony wodorowe. W
miareczRowanym rostworse pojawiajqg sie kationy glicyny, majace
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charakter stabych kwasdw, =2 ktdrymi sprzeZone sq dipolarne zasady.
Roztwdr staje sie ukladem buforowym, pH bedzie zmienialo sie bardeo
powoli. JezZeli liczba moli dodawanego NCl bedzie rdwna polowie Lliczby

L
2

mole HC1

mola NaOH

Rys. 1 Krzywe miareczkowania aminokwasow
Arg pk1 = 1.8 ; pkz = 0.0 ; pka = 12.5; pl = 10.76
Gli pl:1 = 2.4 ; pkz = 0.6 ; pl = S5.97
Glu plz1 e 2.2 ; pka = 4.3 ; pka = 0.7 ; pl = 3.22

obecnych w roztworze moli glicyny, to stezZenie jon&w dipotarnych’
(sprzeZone)j zasady D i kationdw (sitcbego kwasu bedzie réwne : pPH =

PKI = 2.4 GDZKE Kl JEST STALA DYSOCJUACU GRUPY KARBOKSYLOWEJ GLICYNY.
Krzywa miareczkowania wykazuje w tym punkcie przegiecie, a roztwor w

Jego otoczeniu ma najsilniej zaznaczone wiasciwosci buforowe.

Analogiczny przebieg ma krzywa miareczkowania glicyny rosztworem
wodorot lenku sodowego. Poczqgthkowo pMH rosnie szybko. Amfoterycezne jony
dipolarne glicyny reagujq jako staby kwas z jonami wodolrotlenowymi. W
roztworze pojawiajq sieg aniony glicyny majgce charakter zasad
spraggonych z jonami dipolarnymi. Podobnie jak poprzednio wytwarza



‘sie ukiad duforowy i pH miarecszhowanego roztworu smienie si¢ bardzo |
powoli. Po dodaniu zasady, w ilogct odpouptadajqéoj potowie obecnych w
roztworze moli glicyny. mamy pH= PK,=9. GDZE “2 JEST STALA DYSOCJACH
GRUPY AMINOWEJ GLICYNY. W TYM PUNKCIE KRZYWA MARECZKOWANIA WYKAZUJE
PRZEGIECE. Na rys.! prsedstawiono te#Z rezultaty miareczkowania roz-
twordw wodnych kwasu glutaminowego i argininy.

Krzywa miareczkowania kwasu glutaminowego ma trzy punkty przegiecia.
Odpowiadajq one trzem stalym dysocjacii. dla ktdrych rdwnania sq
przedstavione wzorami. Podobnie jdh glicyna, roztwér kwasu glutamino-
wego wykazuje - jak widad na wykresie dwa - sakresy dbuforowania wsku-
tek mate) réZnicy wartosgci pomigdzy pKl tpKz

Pierwszy odpowiada otoczeniu punktu izoelektrycznego (przedzial pH,
1,5-4,5>, drugl otacza punkt ph= pl(3= 9,7 Cpreedsiat pH 9 - 10,50,

Krzywa miareczkowania argininy ma trzy punkty przegiecia i tylez
zakresdéw buforowania otacmajacych punkiy o wartosgciach pH rdéwnym odpo-
widnio pKl. pKz 5 pKa Odpowiadajq one trzem stalym dysocjacji grup
karboksylowe)j, amoniowe) i guanidowe].

23.. PODZIAL AMINOKWASOW

Tradycyiny podziat aminokwaséw opieral sie na =zawarto£ci grup
karboksylowych i aminowych w ich czasteczkach oraz na okreélaniu ich
przy;mletnosdi do zwiazkdw taficuchowych lub pierscieniowych. Bardziej -
racjonalny podziai zaproponowai w 1960 roku P.KARLSON, opierajac sie na
wiasnosciach struktury molekularnej tzn. tancuchéw bacznych aminokwa-

86w, oznaczanych litera R we wzorach ogélnych. Aminokwasy zosta-
iy podzielone na cztery grupy:

231 AMINOKWASY Z APOLARNYM LAKICUCHEM BOCZNYM R (HVDROFOBOWE)

o
1 -
H3C - ?-C-o ALA ALANINA kw 2-aminoproplonowy
4’“3'
¢
c { (]
M:-‘l \:" - _é 0 WAL WALINA kw. 2~amino-3~metylomasiowy
+

K
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(o]

Ha:/\:H-CHa— z_(':_o- Leu LEUCYNA kv. 2-amino-4-metyloamylowy
i N

e

o]

Do & o Ie IZOLEUCYNA kw. 2-amino-3-metylo-
H3 ‘Nﬂa amylowy
o
f /<': -0~

'%T_c)"'z PrRO PRrROLINA kw. pirolidyno-2-karboksylowy
HZC_CHZ

P13 B
@_T__T_{:_o- +en FENVLOALANINA kw. 2-amino-3-fenylo-
H ’m{a propionowy

. o
W.z_&_o' TRy TRYPTOFAN kw. 2-ami m-3-1‘ndo.l o-
* propionowy
e
H
)

MeETIONINA  kw. 2-amino-4-metylo-
masiowy

ala"s‘a‘a'c"a—%‘&fo- MeT
LS

szmmmRmmumw

¥

H—’-T—Oo Gu GucYNA kw. 2-aminooctowy
e,
L3
HO-CH,, '-c—o’ SER SERYNA kw. 2-amino-3-hydroksy-
“rar, propionowy
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o
& o THR
Hy Py TrRe TREONINA kw. 2-amino-3-hydroksy-
)l'l3 maskowy
o
lS-G-la -0 Cvs CYSTENA kw. 2-amino-3-merkapto—
+"l3 - propionowy
o TYyr Tvpom kw. 2-amino-3-p~hydroksy-
NO-Q-HJ:—& fenylopropionowy
H N,
H H o
"a} l |_é_°_ AsP-NH, ASPARAGNA amid kw. 2-amino—
i ",.{3' AsN burszt ynowego

M)-{%—I—E-o‘ GLu-NHa GLUTAMINA amid kw.2-amino-

+ l GLN glutarcwego
ot

233. AMINOKWASY NALDOWANE UJEMNIE (KWASNE)

° "
o
- JC=CH,, -0~ Ase KWAS ASPARAGINOWY
8y Kw. 2-ami nobur szt ynowy
o
_:)—cue-cnz A -0~ G KWAS GLUTAMNOWY
Kw. 2-ami nogl ut arowy
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234. AMINOKWASY NALADOWANE DODATNIO (ZASADOWE)
(ZASADY HEKSONOWE)

heksylowy

u;a-a(a-alz-aiz-cnag-coo' Lz LZYNA Kw. 2, 8-diamino-
NH,

H
HZN-C-IIl—CHZ—CHZ-Cﬂa-(I'J-COO- ARG ARGRNA Kw.2-amino-5-
’)lll'l +)IIH3 guanidynowaler -
ianowy
lk:——-C—CHa-C-COO. His HISTYOYNA kw.2-amino-3-imida-
lﬂll‘\;/blﬂ +)L13 zolopropionowy

235. AMINOKWASY RZADKO WYSTEPUJACE W BIALKACH

o

HO-I—I/C.O- 4-HYDROKSYPROLINA
)

et 15 -
HN -cue—?-a{?_-a{a:?-c-o 5-HYDROKSYLIZYNA
oH N

Aminokwasy te zostaty wyizolowa-
ne z hydrolizatow kalogenu.



DESMOZYNA ~ polaczenie 4 czasteczek
lizyny za posrednictwem grup R, w
wyniku czogb tworzy sie podstawiony
pierscien pirydynowy.

i

= CHz) 2-(';]1-C00H

IzoDESMOZYNA

Desmozyna i izodesmozyna zostaiy wyizolowane z hydrolizatédw elas-
tyny (biatka fibrylarnego). Przypuszcza sie, Ze wystepuia one jedynie
w tym biatku.

2.3.6. AMINOKWASY NIEBIALKOWE

Oprécz 20 aminokwaséw powszechnie wystepujacych w Dbiaikach, oraz
kilku rzadkich, znanych jest jeszcze ponad 150 innych niewykrywanych w
biatkach. Te{niebiaikowe aminokwasy wystepuia w réznych komérkach i
tkankach w stanie wolnym lub zwiazanym, Przy czym wiekszo$¢ 2 nich
wywodzil sie z o—aminokwasdw biaikowych, inne natomiast sa 2, »y 1
é-aminokwasami. Niektdre aminokwasy niebiaikowe peinia wazna funkcje
prekursordw -lub metabolitéw posrednich.
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2.3.7. AMINOKWASY NATURALNE NE WYSTEPUJACE W BIALKACH

Wystep ie { zn ie
B-ALANINA T"Z-O!Zm c2qél pantoteiny ( koenzymu A
.
wolna w komdrkach, zwigzana w
TAURYNA -CHZ-SOaH kwasach #decio h Cnp. kw.
?{2 taur:zholov;; e i
e
KW —AMI NOMASLOWY ?%—aiz-alz-cow thanka mozgowa
NH
2
HOMOCYSTEI NA -cuz-?l-coorl . biosynteza metioniny
E:Z NHZ
HOMOSERYNA ?{2—012-?4{0014 metabolizm treoniny,
OH asparaginy { metioniny
s
ORNITYNA T‘HZ-CHZ-CHZ-THM :;:::oﬁ::odnt cyklu
. N
CYTRULINA ~COOH 1 3 sredni kel
R T e sy
T e
T-o
N,

S~-HYDROKSY -
-fl-l-COOH prekursor serotoniny
R
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nwmm .
3, 4 »@ -CHa—TH-COOH prekursor melanin
C IX’A)

I
FUNUJY QUU S TKUCY NA tarceycy i surowica
e krwi

3, S-DWUJODOTYROZYNA w potaczeniu z globu-
—?H—Coﬂl ling tarczycy

3,5, 3, -TROJJ(m- h ¢ tkanka tarczycy
TYRONINA .
CHZ-Q,‘,H-COOH
I NH 2
TYROKSY! w potgczeniu
% N.A 2 2z glodbuling
3,5, 2,5, CZTERO- HO HE-TH.COOH tarczycy
JODOTYRONINAY '
X I NH 2

AZASERYNA NZCH'-C—O—O'IZ-fH-CW'I silny inAibitor

A I‘l'la wZrostu nowolwordw.

AZASERYNA nie jest naturalnym aminokwasem, lecz wymieniono ja ze
wzgledu na znaczenie jako inhibitora réznych etapéw biosyntezy puryn.

24  WEASNOSCI AMINOKWASOW
241 WIDMA ABSORPCYJNE AMNOKWASOW

Wprawdzie zaden z 20 aminokwasdéw nie pochiania s$wiatia w .zakresie
widzialnym, ale w ultrafioclecie obserwuje sie absorbancje swiatla

przez trzy aminokwasy: [TYROZYNE, TRYPTOFAN I FENYLOALANINE] Ze wzg ledu




- AMINOKWASY - REAKCJE

na to, 2e wiekszo$é biatek zawiera reszty tyrozyny, pomiar absorbancii
déwiat:a dokonywany w spektrofotometrze przy diugos€ci fali 280nm - mo2-
na wykorzysta¢ jako szybka i iatwa metode oznaczania zawartosci biaika
w roztworze. ‘ ' »

[CYSTYRA]dzieki obecnosci grupy disulfidowei absorbuje, chociaz sia-
bo. swiatio o diugosci fali 240 nm. Ponadto wszystkie aminokwasy po-
chianmiaja $wiatio w dalekim ultrafiolécie (<220nm) .

242 REAKCUE CHEMICZNE AMINOKWASOW

Reakcjami charakterystycznymi dla aminokwaséw sa te reakcje, ktdre
daja ich grupy funkcyine, a mianowicie grupe a—karboksylowa, azamipo-
wa, 3 takze inne grupy znaidujace sie W iafcuchach bocznych. Grupy
a-karboksylowe wszystkich aminokwaséw podlegaja reakcjom znanym 2z
chemii organicznej., a prowadzacym do powstawania amiddw, estréw i

halogenkdw acylowych.

1. REAKCUA GRUPY KARBOKSYLOWE.!

Czesto stosowana reakcja w analizie aminokwaséw i polipeptyddéw jest
reakc ja [GRUPY KARBOKSYLOWE)]z silnie redukujacym borowodorkiemu sodo-
wym prowadzaca do powstawania odpowiednich [a+AMI NOALKOHOLT ]

2. REAKCUE GRUPY O — AMINOWEJ

Grupe o-aminowa w aminokwasach moze by<¢- acylowana przez traktowanie
ich halogenkami lub bezwodnikami kwasowymi. Jedna 2z najbardziej
charakterystycznych dla grupy .o—-aminowej 1 powszechnie stosowanych

reakcii jest [REAKCIA NINHYDRYNOWA|Cpatrz dalej).
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A/ REAKCJUA Z 1FLUORO-Z2.4-DINITROBENZENEM Creakcja F.Sangerad

Inna wazna réakcja jest reakcja z 1-fluoro-2,4-dinitrobenzenem,

skrot ‘FDNB, wprowadzona przez F.Sangera. Reakcja ta jest stosowana do

znakowania i ilosciowego oznaczania [GRUP AMINOWYCH]w aminokwasach i
peptydach. W stabo zasadowym roztworze powstaja =z o—-aminokwasdéw pod
wpiywem FDNB 24ite pochodne 2.4-dinitrofenylowe,

zZwane DNB-ami nokwa-
sami .

o A~ /7
2 HF 2
ON F o+ HN - jl" - R 4———>02n 'T-(IZ-R
H COOH

Reakcja ta okazata si¢ bardzo przydatna do identyfikac):

aminokwa-
sé‘ N-KONCOWYCH w tanicuchach polaipeptydowych.

B/ REAKCUA Z CHLORKEM (1-DIMETYLOAMINONAFTALENO-5-SULFONYLU)

(CHLOREK DANSYLU).

<]

nis [MEKONCO:
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jest reakcia Edmana. Fenyloizotiocyjanian reaguje ilo‘ciovo z n--i-
nokwasami dajac odpowiednie pochodne onvlot:iok-rbanoi lowe aminokwa-

sdw. mmmwwn identyfikacii ami-

D/ Zasapy ScHrFrFa

Sruey e-aminowe sminckwasow reaguia tez z [ALDEMVDAWIT] reakcia ta
jest odwracalna, a powstajace bardzo nietrwaie zZwiazki nosza nazwe
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AMINOKWASY - REAKCJIE

CZESC PRAKTYCZNA

-1- REAKCJUA NEHYDRYNOWA

Zasapa: Aminokwasy pod wpiywem ninhydryny (wodzian triketohydrinde-
nu) ulegaja ytlenieniu poprzez iminokwasy do amoniaku, dwutlenky wegla
i ubozszego o 1 atom wegla aldehydu. W wyniku kondensacji czasteczki
zredukowanej i utlenionej ninhydryny z amoniakiem powstaje (ioletowo-
niebieskie zabarwienie. ktdérego natezenie jest proporcjonalne do za-
wartofci azotu amonowego aminokwasdw. Reakcja aminokwasow z ninhydryna
stanowi podstawe ilosciowego oznaczania tych zwiazkow w metodach gazo-
metrycznych, w ktorych oblicza sie ilosc wydzielonego C()2 lub Nl-la oraz
w metodach kolorymetrycznych, w ktorych mierzy sie natezenie barwy za-

lezne od stezenia powstalego kompleksu ninhydryny z NHa

Wyxkonange: Do 1 _cma 0,1% roztworu aminokwasu dodad 2-3 krople roztworu
ninhydryny w acetonie. Probdwke ogrzac do wrzenia. Pojawia sie fiole-
towo- niedieskie =zabarwiente, r“ntqce si¢ w zaleZnoscl od aminokwasu.
91;5;1). Ln.lug_e dafe zabarwienie szkartatne, fenyloalanina niebies-~
kie, prolina zo!t—o:

o
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AMINOKWASY - REAKCJE

2I REAKCUA VAN SLYKE'A Z KWASEM AZOTAWYM

ZASADA: Wolne aminokwasy reaguja z H:NOZ 2z wydzieleniem stechiometrycz-
nych ilosci N2

2
|

R

' L

H-C-MNi, + HNO, — H - -ou+]u2+uo
|

CooH cooH

Powyzsza reakcja jest podstawa oznaczania ilogciowego[AZ0TU _AMINOWEGO)]
met . van Slxke‘a_._

WYKONANIE: Do proddwki z 1 qu roztworu azotynu sodowego dodad f{ cm3
2M roztworu kwasu octowego. Po ustaniu wydzielania sig Z3itych tlenkdw

azotu dodac 1 cm35‘z roztworu glicyny. 2 rostworu wydzielajq sie

obficie pecherzyki NZ'

3| © ReakcuA ADAMKIEWICZA - HOPKINSA NA TRYPTOFAN
ZASADA: W ¢rodowisku kwasénym[TRYPTOFAN] reaguje z aldehydami, dajac
barwne produkty ' kondensacji. Jako aldehydu najczefciej uzywa sie
glioksalu lub aldehydu mréwkowego.

H H
.COOR

Wyxonane: Do ¢ cn3 1% roztworu tryptofanu dodad rdwng odjetosc hkwasu

glioksalowego, zamieszad i podwarstwié ok. tcns stez. N‘?SO‘. Na grani-
Cy warstwy wodnej i hwasu siarkowego wystqgpi fioletowy plerscien.



AMINOKWASY - REAKCJE

4 ODCZYN MiLONA

ZAsADA: Jest to préba na[GRUPE FENOLOWA] Jedynie [TYROZYNA]daje pozyty-
wny odczyn Millona. W obecnof$ci mieszaniny kwasu azotowego i jondw
r;qéfgyggh tyrozyna daje czerwone zabarwienie powstajacej soli rtecio-
;ej nitro:;ochodnoj tvrozyn’;’;

WYKONANEE: Do 0,5% roztworu tyrozyny lub rozciedczonej surowicy dodad
kilka kropel odczynnika Millona (jest to mieszanina jonow rtect’owych:
rteciawych, azotanowych i azotynowych powstatych pod dzialaniem stezo—
nego kwasu azotowego na metalicang rtq;é),- przy ogrzewaniu  wystgpt
czerwone zabarwienie. Podobny odezyn daje roztwdr jfenolu, mocz = oraz
liczne biatka zawierajgce tyrozyne.

‘ sl WYKRYWANIE AMINOKWASOW SIARKOWYCH

ZASADA: Przez gotowanie roztworu aminokwaséw siarkowych[(CYSTEINA, CYS-

TYNA) ] lub biatka w wodorotlenku sodowym w obecno$ci octanu olowiawego
powstaje czarny osad siarczku otowiu. Biaika pod wpiywem ogrzewania z
tugiem rozpadaja sie na wolne aminokwasy, a obecna w biaiku cystyna 1
cysteina przeksztaicaja sie w kwas pirogronowy, jony siarczkowe 1 ele—
ment-arm siarke;: w obecnosci Pb+2 powstaje czarny osad PbS.

WyxKONANEE: Do 1 cm3 roztworu keratyny dodac pare kropli octanu otowia-
wego. Probdwke wstawid do wrzgcej ta#ni wodnej na kilka minut. Plyn
ciemnieje. Ozigdid, dodad ostrognie kroplami stezZony kwas solny. Wy-
dziela sig siarkowoddr.Z cystyny i cysteiny po ogrzaniu ‘w obecnoéci
octanu otowiawego tworzy sie czarny osad siarczku ofowlawego. Metioni-
na w tych warunkach reakcji nie daje siarkowodoru 1 siarczku olowia-
wego

6 REAKCUA PAULY'EGO NA HISTYDYNE

ZASADA: Zwiazki imidazolowe, w tym HISTYDYNA, daja czerwone zabarwienie
na skutek reakcji diazowania z kwasem sulfanilowym.
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WykoNANEE: Do 1 cm3 roztworu histydyny dodad 2 cm3 Rw. sul fani lowego

oraz {1 cm3 5% roztworu azotynu sodowego C(swieZo ptzyggi;m;;;"-
zmieszas ¢ dodadl cm3 20% NaOM. Mistydyna daje 245ito-czerwone

zabarwiente.

7' REAKCUA SAKAGUCHIEGO NA ARGININE

ZASADA: ARGININA i inne pochodne GUANIDYNOWE utleniaja sie podbrominem
sodowym w obecnosci g:_naftvolu.do barwnych produktéw z uwolnieniem
:l;)hiaku. Przy diuzszym dziataniu NaOBr barwny produkt utlenia sie
dalej. Wydziela sie wéwczas azot z grupy o—aminowej i rdéwnoczes$nie
nastepuje odbarwienie roztworu.

0
NaOBr
n-rm-c’Nﬂ ——— + N + NaBr

2NHy + 3NeOBr — > Np + 3Hg0 + ONaBr

2 10% roztworu

WYKONANIE: Do roztworu biatka Cargininy) dodad 0,5 cm
NaOH, 2 krople (7% etanolowego roztworu a-naftolu. Zamieszal a nastgp—
nie dodawad kroplami roztwdr podbrominu sodowego ciqggle mieszajqc.

Czerwone zabarwienle wskazuje na obecnosc argininy.

8

MARECZKOWANIA — METODA SORENSENA

ZAsaDA: Aminokwasy w wodnych roztworach maja charakter wewnatrz-
czasteczkowe) soli w wyniku wzajemnego zobojetnienia grupy aminowej i
karbokeylowej. Grupa COO aminokwasu zablokowana przez grupe aminowa
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‘nie moze by¢ bezpodrednio miareczkowana zasadami. W obecnogci
formaldehydu grupa,.an&xmwa aminokwasu reaguje z torma_ldob_ydem, dajac
metylenowq pochodm um:mokwaau W wyniku t..ej reakcji ;rupa aminowa
tracl swoje podstawowe winsciwotc:l. natomiast grupa karbokaylowa w

metyleno-aminokwasie zostaje odblokowana i~ moze byé mareczkowana
s o ety
R—Ill + H-(‘.&\l —— R + Ilao
00~ OOH

k—%ﬂ::lzi» w—ok—gj OHZO

Liczba uwolnionych grup karboksylowych jest réwnowazna liczbie
zwiazanych z formaldehydem grup amonowych. Rezultat miareczkowania
grup karboksylowych okresla zatem 1liczbe grup aminowych i pozwala na
oznaczanie zawartosci aminokwasow w. badanym roztworze. Metoda formolo-
wego miareczkowania aminokwasdéw jest prosta i wygodna. . Nalezy jednak
pamietac¢, 2e uzyskane ta metoda wyniki nie daja w peini danych o =za-
warto$ci azotu aminowego.[PROLINA]bowiem z formaldehydem daje nietrwa-
ie potaczenie, co obni2a wynik oznaczania. natomiast podwy2sza go
TYROZYNA zawierajaca grupe fenolowa. Metody formolowego miareczkowania
nie ggtpq ato-owaé W obgcnos;i 8011 nmonowych gdyz te 2z formalina
daja um;:ggm Przy czym uwalnia sie réwnowaznik kwasowy :

' 0
i c oen—<l-——-. NCCH)D, + 6 H0 4 4 HCl

WYKONANEE: Do 5 ponumerowanych kold stoghowych odpipetowad po 7,5 cn3

zobojetnionego rogtworu formaliny. Do prsygotowanego reostworu_ sela-
tyny (360cm3§-ogrsano¢o do temp. 380 (stalq temp. utrzymywad prses catly
okres doim:a&csonia) dodaé roztworu pankreatyny (dOcn‘?).NccycM(ut po
anieszaniyu gelatyny s pankreatyng odpipetowad 5 cns tego rostworu do {

kolbki 2 formaling. Po wymieszaniu roatwsr smiarecshowad 0,05 N
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rosztworem NaOM do rdzowego zabarwientia (csas 0J. W analogiczny sposdd
smiareczkowad 5 cm’?r“%"??@tmﬂ’ﬁallm. pobierane do kolejnych
koldek 2z formaling po uptywie (5, 30, 60 i 90 min. ‘od momentu dodania

pankreatyny. Zawarto$é Nﬂn w miareczkowanych probdwkach wylicsyé = ze
2 :
wsoru.
- mg "NHZ = bxRxN
bwa~-x
gdzie:

R - miligramatom azotu (14mg)
N -'miano wodorotlenku sodowego
a ~ ilos¢ cm3 0.05 N roztworu NaOH zuZyta na zmiareczkowanie
préby w okreslonym czasie ‘

x — wynik miareczkowania dla czasu O

Wyniki miareczkowania przedstawi¢ w tabeli:

CZAS ILOSC Cll3 0,05 N NaOH
Cminutyd ZUZYTA NA ZMI ARECZKO- b=a -~ x

WANIE PROBY

g

8

90

Zmiany zawartoé#ci azotu aminowego (NNH ) w prébkach pobieranych =z
hydrolizatu w kolejnych odstepach czasu, Erzodatewié w formie wykresu.



(mg)
czas (min)
.3. PEPTYDY
31 Bubowa PEPTYDOW
W wyniku reakcji kondensacji pomiedzy grupa karboksylowa jednego
aminokwasu, a grupa omig'owa drugiego aminokwasu gdwstgjg AMIDY

KWASOWE, a wiazanie =C~NH nosi nazwe[WIAZANIA PEPTYDOWEGO] Poiaczone w
ten sposéb dwa aminokwasy tworza dipeptyd, trzy-tripeptyd i.t.d.
Zwiazki zbudowane =z kilku — do 10 aminokwaséw okresla sie mianem
od 10-100 aminokwaséw - [POLIPEPIYDOW] powyzej 100
aminokwasdw —-{BIAEEK]| Peptydy mozna klasyfikowa¢ zardwnoo pod wzgledem
liczby reszt aminokwasowych, jak i pod wzgledem struktury. Peptydy
zawierajace wylacznie aminokwasy nazywamy [HOWOMERYCZNYHMI]) natomiast
te, ktore zawieraja dodatkowe zwiazki nie spotykane w biaitkach, takie
jak np. hydroksy-kwasy [HETERONERYCZNYMI J ’

Ze wzgledu na rodzaje wiazan miedzy jednostkami wyrdéznia sie PEPTY-
DYDY HOMODETYCZNE, zawierajace tylko wiazania peptydowe, PEPTYDY, HETE-
RODETYCZNE, w ktérych wystepuja wiazania Qgge&__.kowe np. estrowe, di-
sulfidowe czy sulfidowe.

o H H H ’-”0 ..... lﬂ H

b . 1]
- cl-om « H-u-é-kx——.u-clc-r'c-«l:—n

é-o ‘L ............. é-o
" R

I\F--n—--:r:
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PEFTYDY - BUDOWA

2wyczajowo (w zapisie od lewej strony) 2ancuch peptydowy =zaczyna
aminckwas z wolna grupa aminowa . tzw. Wszystkie kolejne
aminokwasy at do ostatniego z wolna grupa COOH tzw. [TC-KORCOWEGO"] za-
pisywane sa kolejno w prawa strone. Aminokwas oddaj ,dg wiazania ;.Q\p_
tydowego grupe -OH z grupy -COOH uzyskuje kohcdwke Zlﬁo)albc'kfylo. )

Podobnie jak proste grupy amidowe, tak i wiazania peptydowe wykazu-
ja wysoki stopiert stabilizacji rezonansowei. tzw. "pojedyhcze" wiaza-—
nie C-N ma w okoio 40% charakter wiazania podwéinego .,a ‘“"podwdjine"
wiazanie C = O ma w takim samym stopniu charakter wiazania pojedyficze—
go. Z faktu tego wynikaja dwa wazne nastepstwa, a mianowicie:

1. GRUPA IMINOWA (-NH) w ugrupowaniu peptydowym nie ujawnia zdol-
noé¢ci do jonizacji, czyli przyiqczdn:ia protonu w zakresie pH
0-14. ) .

2. wmiazange C-N nie moze ulegaé¢ swobodnemu skreceniu, czyli wyka-—
zuje wiasciwosci o najwiekszym znaczeniu dla tréwymiarowej
konformacji tarficuchéw polipeptydowych. We wszystkich uiozeniach
przestrzennych peptydéw i bialek grupy amidowe musza pozostad
ptaskie. RSwnie silnie stabilizowane jest poioZenie trans atomu
wodoru w stosunku do grupy karbonylowej .

Obok wiazania peptydowego, drugim waznym wiazeniem kowalencyjnym
spotykanym w czasteczkach peptyddéw i biatek jest wiazanie DISULFIDOWE
tworzone przez utlenienie grupy funkcyinej -SH pochodzacei 2z reszty

cysteiny
I-DIJ llll o-!ﬁ
O-(I: 0'-<’: - l.ﬂ
2 cz L-I-CHZ-SI——-—o éu-cuz-s—s-cua-t':u
o s Loo
t!‘-o é-o Il&
] | {

Rozrézniane sa|[WEWNATRZLANCUCHOWE| wiazania [DISULFIDOWE] ktdre
wystepuja w tym samym 2ahcuchu peptydowym. oraz [MIEGZYEANCUCHOWE ]




dowymi . Wewnqtrzczasteczkowe w:mzan:la - 8-8 - wystopuga. np. W Oksy-
5_/—"’

»tocynxe. wazopmsyn:le w tascuchu A inuullny. w rybonukleazie w
insulinie w t;ﬁ'\spoaéb ;criqczona sa dwa rézne afcuchy. Do haturalnych
poptydow powszechnie wystepujacych w organizmach zwierzecych naleza
dipeptydy: [RARNOZYNA] (fS-alanylohist y dynad i C3~alanylo-N-
metylo- histydynad. Tripeptyd o wlasciwosciach oksydoredukcyjnych =

[GCUTATION]C y-glutamylocysteinyloglicynad.

o H :l:- -I-’o'
i’-.'a-%u hooon
L L

i-:{:-m-xz

[7= Glutamylopeptydy,] pochod kwasu foliowego, maja wlasciwoséci

witamin. Np. kwas pteroilo-triglutaminowy pobudza wzrost pewnych bak-
terii kwasu mlekowego, a kwas pteroiloheptaglutaminowy wystepujacy w
drozdzach jest waznym czynnikiem dla wzrostu drobiu.

BN | C-@

Ewaa ptercilogtutaminowy



PEPTYDY - HORMONY

Wiele peptydow w. organizmie pelni funkcje HORMONOW - substancji
chemicznych, produkowanych ¥ specialnych organach lub tkankach i
przenoszonych do miejsca dziatania poprzez ukiad krwionosny. Znaczna
liczba hormondéw peptydowyéh i biaikowych produkowapa jest w gruczotach
wydzielania wewvnetrznego (podwzgdrze, przysadka, tarczyca, przyia.rc:y—
ce, komdrki wysepek Langérhansa w trzustce itp.):.pozostnla czesé pro-—
dukowana jest w specjalnych tkankach. Na tej podstawie rozrdzniane sé.
[HORMONY GRUCZOLOWE 1 TKANKOWE] Niektdre ze znanych hormonéw peptydo-—
wych maja prekursory bialkowe, z ktdrych wskutek dziatania enzymdw
nastepuje uwalnianie tych hormonéw. Typowymi przykiadami sa [ANGIOTEN-
SYNA] [BRADYKININA, | [KALIDYNA, | [INSULINA] Przypuszcza sie, ze podobne
metaboliczne prekursory istnieja dla[WAZOPRESYNY, [GASTRYNY] [GLUKAGONU)]
[FIORMONU PARATYREOTROPOWEGO] 4 [ACTH. |

3.2. HORMONY PEPTYDOWE

HORMON MIEJSCE DZI ALANIE STRUKTURA
BIOSYNTEZY
1. ADRENOKORTY - Przedni Pobudza nadner- 39-polipeptyd
KOTROPINA plat cza do uwalnia- liniowy
CACTH przysadki nia kortykoidéw
mozgowe j
2. LIPOTROPINA Przedni Lipolityczne 91-polipeptyd
Chormon 1i- plat
potropowy przysadki
LDHD mozgowe j
3. MELANOTROPINA Srodkowy Reguluje Peptyd linio-
Ca, [B-MSH ptat przy- metabolizm wy 13 : 18
sadki moz- pigmentu reszt odpo-
gowe j wiednio
4. TYREOLIBERYNA Podwzgorze Uwalnianie 3-peptyd
Cczynnik uwal - tyreotropiny liniowy
niajacy tyreo- z przedniego
tropine TRF) ptata przysadki

27



5. OKSYTOCYNA Podwzgérzo Skurcz macicy Heterodetyczny
(poczatek po-—- 9-peptyd cy-
rodu) ; wydzie- kliczny
lanie mleka

6. WAZOPRESYNA Podwzgor ze Wzrost ciénie- Heterodetyczny
nia krwi; efekt 9-peptyd cy-
antydiuretyczny kliczny

7. GONADOLIBERYNA Podwzgorze Pobudza synteze 10-peptyd
i wydzielanie liniowy
LH i FSH

8. SOMATOLIBERYNA Podwzgorze Pobudza synteze 10-pepyd

Cczynnik uwal - i wydzielanie liniowy
niajacy somato- somatotropiny

tropine , SRF (STH, GH)

czynnik uwalnia-

Jacy hormon

wzrostu GH-RF)

9. ANGI OTENSYNA Osocze Podnosi cisnie- 8-peptyd
nie krwi: pobu- liniowy
dza produkcje
aldosteronu w
nadnerczach

10. BRADYKININA Osocze Obniza ciénie- 9-peptyd

: nie krwi; liniowy
zwieksza prze-—
Puszczalnosd
naczyh; powo-
duje skurcz
mie€ni gtadkich
11. KALCYTONINA Tarczyca Obniza poziom 32-Heterode-
wapnia we Krwi tyczny po-
lipeptyd
cykliczny
¥
12. Hormon para- Przytar- Podnosi poziom 84-polipeptyd
tyreotropowy czyce wapnia we Kkrwi
CPARATHORMOND




Trzustka

13. INSULINA Obniza poziom S51-Heterode-
Ckomorki M| cukru we krwi; tyczny po-
dziata antyli- lipeptyd
politycznie cykliczny
1 4. GLUKAGON Trzustka "Glukogenoli- 29-polipeptyd
C(komorki o0 | tyczne lipo— liniowy
lityczne hi-
per glukemiczne
15. GASTRYNA Blona Pobudza wydzie- 17-polipeptyd
sluzowa lanie sokdw liniowy
2ok adka 201 adkowych
i pepsyny
16. ENTEROGASTRON Bilona Antagonistyczne 43-polipeptyd
sluzowa do gastryny
zokadka
17. CHOLECYSTOKININA Blona Skurcz woreczka 33-polipeptyd
CCCKO sluzowa zdtciowego
dwunastnicy
18. PANKREOZYMINA Blona Pobudza wydzie-— 33-polipeptyd
(PD sluzowa lanie bogatego
dwunastnicy| w enzymy soku
trzustkowego
19. SEKRETYNA Blona Pobudza trzustke 27-polipeptyd
sluzowa do syntezy i wy- liniowy
dzielania sokéw
trawiennych
zawierajacych
NaHCO
3
20. XAERULEINA Biona Wykazuje dziata- | 10-peptyd
sluzowa nie cholecysto-
kinino pankres-
ozyminy (CCK-PZ)
21 . BOMBESCYNA Tkanka Pobudza mie#nie 14-polipeptyd
giadkie, nerki, liniowy

2ok oélkn




PEPTYDY - NEUROPEFTYDY

33. NEUROPEPTYDY

W ostatnich latach dowiedziono, 2e peptydy moga peini¢ funkcie
nonikéw informacii miedzyneuronalnej = sa to tzw. NEUROPEPTVDY.
Zwiazki te moga peini¢ funkcje analogiczne do funkcji klasycznych
neuromediatoréw, badz modulowaé powoli ale diugotrwale aktywnosd
neuronalna.

Cecha chnrakferystyczna_ neuropeptydéw jest to, Ze wystepuia one w
M w bardzo (niskich stezeniach; a cechuje je wysoka .
aktywnosé biologiczna. Inna cecha neuropeptydéw jest ich wielofun-
kcyinos¢. Czesto wystepuia one w tkankach nienerwowych, peiniac tam
role hormonéw (np. insulina. cholecystokinina, sekretyha) lub hormo-
néw tropowych (hormony przysadkowe) peiniac role liberelin pod-
wzgdérzowych. Do neuropeptydéw zaliczono wszystkie peptydy znalezione
w ofrodkowym ukiadzie nerwowym. Jest ich kilkadziesiat, a wsrdd nich:
[ OKSYTOCYNA, WAZOPRESYNA, ACTH, [3-LIPOTROPINA, o-MELANOTROPINY, |
7=MELANOTROPINY, INSULINA, GLUKAGON, CHOLECYSTOKININA, KALCYTONINA,
ANGIOTENSYNA i inne.

Bardzo interesujaca grupe neuropeptydéw stanowiajpeptydy OFIOIDOWE]
wykazujace dziakanie morfinopodobne. Do substancji tych zaliczane sa
ENKEFALINY ( enkephalos — mozg ) oraz ENDORFINY ( endogenne morjfiny ).
Obecnie znane sa dwie enkefaliny: enkefalina metioni=
nowa (TYR-GLY-GLY-PHE-MET) i [Leu-ENKEFALINA] enkefalina leucynowa
(TYR-GLY~GLY-PHE-LEU).

Do ENDORFIN zaliczane sa[TUFTSYNA] -(THR-LYS-PRO-ARG), [KIOTORFINA]
(TYR-ARG), [0-NEOENDORFINA|- 9 peptyd. zawierajacy w swoje) czasteczce
sekwancie Leu-enkefaliny, [7—NEOENDORFINA]-9 peptyd - stanowiacy (1-9)
fragment a—-neocendorfiny.

Wymjenione peptydy ga substancjamj majacymi wiagsciwodci znoszenia
bélu. Do NEUROPEPTYDOW nale2y réwniez [SUBSTANCIA P - 11 peplyd]. zwia-
2ek ktéry powoduije uczucie bélu. Uwaza sie. 2e enkefaliny hamuja wy-
dzielanie substancii P..
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34. ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE

Do peptydéw naleza rdéwniez niektére antybiotyki, produkty me-

tabolizmu mikroorganizméw: [GRAMICYDYNA _S] - cykliczny dziesieciope-
ptyd, [GRAMICYDYNA A]- liniowy 15 peptyd - produkty wyizolowane z
hodowli Bacillus Brevis. Dziataja one na bakterie Gram-dodatnie. Z
przesaczéw hodowli Bacillus Licheniformis wyizolowano[BACYTRACYNE A] -
szesciopeptydowy ukiad cykliczny. Bacytracyny dziataja na bakf_erie
Gram-dodatnie i stosowane sa do leczenia zakazefs skory. [POLIMYKSYNY| -
cykliczne peptydy zawierajace kwasy tiuszczowe, produkowane przez
Bacillus Polymyxa-dziataja na bakterie Gram—-ujemne, szczegdélnie na
Pseudomomas Pyocyanea. Polimyksyny sa stosowane do leczenia biegunek,
niezytu zoiadka i jelit, zapalenia opon mézgowych oraz innych zakazef,
ktérych leczenie innymi antybiotykami nie jest skuteczne. Lista
antybiotykdéw peptydowych jest diuga i nie sposéb wszystkie tu oméwic.
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4 BIAEKA
4.1 STRUKTURA BIALEK

Czasteczka biaika jest tréjwymiarowym ukiadem jednego lub kilku an-
cuchéw polipeptydowych, z ktérych kazdy jest polaczeniem wielu reszt
aminokwasowych wiazaniami peptydowymi. Wyrdznia gie w niej strukture
X, II, I1II, IV rzedowa. .

[STRURTURE I RZEDU] tj.sekwencie aminokwaséw, warunkuja wiazania
[+]
peptydowe (kowalencyine) ~C~NH-. Doniostym odkryciem byio stwierdze-
nie, 2e wiazanie peptydowe jest sztywnym i piaskim elementem struktu-
ralnym. Atom wodoru grupy MH- znajduje sie prawie zawsze w pozycji
trans w stosunku do atomu tlenu grupy karbonylowej.

aminokwasowych, sasiadujacych ze gsoba w sekwencij liniowej. Niekiedy
sposdb wzajemnego przestrzennego uiozenia reszt aminokwasowych
powtarza sie regularnie i wtedy biatko ma strukture periodyczna.
Przykladem struktury II rzedowej jest [a-HELISA] [A-HARMINIJKA] lub
[HELTSA KOLAGENU]

[o“HELTSA]ma ksztait cylindra. Ciasno skrecony iaficuch giéwny poli-
peptydu tworzy wewnetrzna czes¢ cylindra, a iaficuchy boczne amino-—
kvasdw stercza na zewpatrz w uiozeniu heljkalnym. a-Helise stabili-
zuja wiazania WODOROWE pomigdzy grupamj -NH i -CO gidéwnego iancucha.
Grupa =CO kazdego aminokwasu wiaze sie wiazaniem wodorowym z grupa -NH
koleinego aminokwasu, zajmujacego w sekwencji liniowej pozycje wysu-
nieta do przodu o cztery reszty aminokwasowe.

-Co0,; . s s H*N-  — wiazanie wodorowe

Obok .a~-helisy w strukturze Il rzedowej stwierdzono inny regularnie
powtarzajacy sie ukiad przestrzenny biaika - nazywany struktura pofal-
dowanej kartki lub[f-HARWONIJKT] W odréznienju od giasno upakowanego
tancucha polipeptydowego w o-helisie. w A-harmoniice Jjest on Pprawie
catkowicie rozciagniety, tworzac strukture piaska. A-Harmonijka stabi-
lizowana ‘est wiazaniami WODOROWYMI pomiedzy grupami -CO i -NMH, pale-
zacymi do odrebnych iaficuchéw polipetydowych. Natomiast w a-helisie
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wiaza sie grupy -CO i -NH aminokwaséw, nalezacych do tego samego ian-
cucha polipetydowego. Jak dotychczas znaczny udziat struktury 3 stwie-
rdzono tylko w FIBROINIE JEDWABIU. Trzecia 2z kolei struktura regu-
larna jest [HELISA KOLAGENU] (biatka bogatego w glicyne, proline i
hydroksyproline). Kalogen jest zbudowany z trzech nici skreconych he-
likalnie o strukturze zupeinie odmiennej od struktury oa-helisy o bar-
dzo dutym skoku $ruby.Te trzy nici okrecaja 2ie woksi pgiebie na
ksztait superhelikalnej ‘'liny. W pojadyﬂczoj nici kolagenu nie
wystepuja wiazania wodorowe. Zamiast nich helikalina strukture stabili-
zuje steryczne odpychanie pirolidynowych pierscieni proliny. Dopiero
TRZY nici tacza sie ze soba wiazaniami WODOROWYMI. Podstawowa cecha
strukturalna widkien kolagenowych jest szeregowe przesuniecie czaste-
czek tropokolagenu (prekursor kolagenu) w stosunku do sasiednich
czasteczek o 1/4 diugo$i czasteczki. Kolagen podobnie Jjak fibroina
jest stabilizowany kowalencyinymi wiazaniami poprzecznymi. We wiéknie
kolagenu powstaja dwa rodzaje wiazanh poprzecznych: WEWNATRZCZASTECZKO-
WE (w jednostce tropokolagenu), oraz MIEDZYCZASTECZKOWE (pomiedzy
réznymi czasteczkami tropokolagenu) . Wewnatrzczasteczkowe wiazania po-
przeczne w kolagenie tworza taficuchy boczne lizyny. Pierwszym etapem
ich powstawania jest przemiana s-aminowego kofica lizyny w aldehyd,
jako wynik reakcji katalizowanej przez oksydaze lizynowa. Dwa takie
aldehydy ulegaja nastepnie kondensacji aldolowej.

!
H-N N-H

i + + ) . |
H-~-C - (CHz) 2 CHECH:‘,NHa HSN-CHZ—CHZ—(Cﬁz) 2-c - R
0= =0
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Rys . Powstawanie Ligyno - norleucynowego wigzania poprsecsnego
w kolagenie i elastynie

Miedzyiancuchowe poiaczenia w kolagenie i elastynie - to wiazanie
poprzeczne [HISTYDYNA - ALDOL]

[STRUKTURE TTT rzedowa] tj. uiozenie iafcuchéw polipeptydowych w

Przestrzeni warunkuja roznego typu wiazania chemiczne. Kowalencyjne
(-S5-5-), wodorowe, hydrofobowe, jonowe, siity van der Waalsa. :
(Wiazanie DWUSIARCZKOWE|jest jedynym tyPowo KOWALENCYJNYM Wiazaniem

poprzecznym, wystepujacym pomiedzy taficuchami bocznymi. w czasteczce

biatka. Powstaje ono w wyniku reakcji utleniania reszt cysteiny.

[Wiazania WODOROWE]powstaja w wyniku oddziaiywah miedzy atomami O i
N jednej czasteczki, a grupami -NH i -OH drugiej czasteczki. Wediug

ostatnich badafh w roztworach wodnych energia wiazan wodorowych miedzy
atomem wodoru, zwiazanym z azotem, a atomem tlenu wynosi najwyzej 6.3
KJ/mol. Prawdopodobnie optymalnym warunkiem do tworzenie wiazania
wodorowego jest ustawienie atomu - NH...0=C w 1linii prostej w
odlegiosci ok. 0,28 nm. Oprécz wiazan wodorowych miedzy elementami
strukturalnymi gidéwnego iaficucha peptydowego powstaja takze wiazania
wodorowe, w ktérych moga bra¢ wudzia: grupy hydroksylowe tyrozyny,
grupy karboksylowe, imidazolowy atom azotu histydyny itp.

Dla stabilizacji konformacji wazne sa oddzialywania HYDROFOBOWE
(niepolarne), Przy zblizaniu sie dwéch grup niepolarnych zaczyna
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wystepowad niewielkie przyciaganje. spowodowane znieksztalceniem chmu-
ry elektronowej. Przykiady wiazan hydrofobowych przedstawia rys. 4.

K ok A
Rl "

Rvs. Wiazania hydrofobowe spotykane w biakkach

Dodatkowa mozliwoé¢ stabilizowania konformacji peptydéw i Dbiatek

0
stwarzaja [WIAZANIA JONOWE | -M-l;, “O-C~-. Powstaja one w wyniku elektro-
statycznych oddziakywan miedzy dodatnimi i ujemnymi radunkami, =zloka-
lizowanymi na grupach aminowych i karboksylowych na koncach lancucha

glownego oraz lancuchach bocznych, a takze na grupie guanidynowej ar-
ginipy. Wiazanie van der Waalsa, jest to nieswoiste oddziatywanie mie—
dzy dwoma atomami gdy zbliza sie do siebie na odlegiosc 0,3 - 0,4 nm.
W biatkach skiadajacych sie z wiecej niz jednego iaficucha polipeptydo-
wego mozna okreslic jeszcze jeden poziom organizacii -przestrzennej, a
mianowicie [STRUKTURE CZWARTORZEDOWA |ktéra opisuje wzajemne uiozenie
tancuchéw polipeptydowych w mmnj_. Kazdy 2z tych %aficuchéw
nazy-wa sie w takim przypadku podjednostka danego biaitka. Wyniki badan

wykazaty, Ze sekwencja aminokwasdéw (identyczna dla danego biaika,
okreslonego gatunku) zawiera informacje o zaio2onej strukturze prze-
strzennej . |JEDNYK SLOWEM SEKWENCJA OKRESLA KONFORMACJE.

42 KLASYFIKACJA BIALEX I WYSTEPOWANIE W PRZYRODZIE
Biatka sa klasyfikowane w rozmaity sposdéb,. na przykiad: ze wzgledu

na ich pochodzenie (biatka rof¢linne, zwierzece, wirusowe, bakteryjne).
lub ze wzgledu na ich wystepowanie w réznych organach (biakka
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plazmy, miesni, mleka, jaj itp.) albo w organellach komérkowych C(bialka
rybosomalne, jadrowe, mi krosomalne, bton M_,p.). Jako inne kryterium mozna
przyjaé¢ ich ogélne funkcje biochemiczne (np. bialka‘enzymtyczne,
ochronne, strukturalne, transportowe, zapasowe itd.). Najwczesniejsza
klasyfikacja biatek uwzgledniaia réznice w rozpuszczalnosci oraz

ksztatcie czasteczki:

421 SFEROPROTEINY BIALKA GLOBULARNE O KSZTALCIE KULISTYM

[Rozpuszczalne w wodzie, rozclenczonych roztworach soli. |

© 422 SKLEROPROTEINY- BIALKA FIBRYLARNE O KSZTAELCIE WEOKIEN.

Nierozpuszczalne w wodzie, roztworach soli, odporne na dzialanie

kwasow, zasad, proteaz.

Nastepna klasyfikacja oparta jest na skiadzie chemicznym i dzield
bialtka na dwa typy: [PROSTE]Chomoproteiny) i — NE | Cheteroproteiny).

Do biatek prostych mozemy wiec =zaliczy¢ zardwno sfero— jak i

skleroproteiny. Wsréd [SFEROPROTEIN]|mozemy wyrdznid:

1 ALBUMINY

Albuminy sa biatkami o maiej masie czmteczkov;ej. Dobrze rozpusz-—
czaja sie w wodzie, rozciehczonych roztworach goli w zakresie pH od 4
do 8.5, a takze iatwo krystalizuja. Mozna je wytraci¢ bardzo stezonym
roztworem SIARCZANU AMONOWEGO (70-100% nasycenia). Kwasowy charakter
albumin wynika z duzej zawartosci (20-25%) kwaséw: GLUTAMINOWEGO i
ASPARAGINOWEGO. Do tej grupy zaliczamy ALBUMINE SUROWICY, a~LAKTOALBU-
MINE, OWOALBUMINE BIALKA KURZEGO oraz ALBUMINY ROSLINNE.

[ACBURTRY SUROWICY] (masa czasteczkowa 67000 ) ga giéwnym skiadnikiem
surowicy, wystepujacym w jlogci okoio 60%. Najwazniejsza funk-

cja fizjologiczna tego biaitka jest regulacia cignienjia osmotycznego
krwi. Wykazuje ono duza zgolnosé wiazania jonéw Na’, k' i ca® jak.
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réwniez hormondw, kwasdw tiuszczowych i lekéw. Czasteczka albuminy

surowicy ludzkiej jest raficuchem polipeptydowym. ziozonym z S79 amino-
kwaséw, powiazanym poprzecznie siedemnastoma mostkami disulfidowymi.

[CAKTOALBUMINA |wystepuje w mleku ssakéw. Jej cecha charakterystyczna
jest duza odporno$é¢ na dziatanie wysokiej temperatury. Odmiennie od
albuminy surowicy a ~laktoalbumina zawiera oligosacharyd, ktéry jest.
przytaczony do tancucha polipeptydowego poprzez grupe [-karboksylowa
reszty kwasu asparaginowego. Ludzka o—laktoalbumina (masa czastecz-

kowa 14176) skiada sie z 123 reszt i zawiera 4 mostki disulfidowe.

(m.cz.44000) zawiera 3,2% weglowodandw oraz reszte kwa-—

su fosforowego, ktdra przyltaczona jest do.- tahicucha bocznego\ seryny.

[ALBUMINY WIﬂﬂflwstepuja w matych ilos$ciach w nasionach, np. RY-
CYNA W nasionach racznika (Rycynus), |EUKOZYNA W nasionach réznych

zbdéZ, LEGUMELINA W nasionach ro$lin straczkowych CLemi{\asae). Rycyna
2z abryna ¢z nasion Abrus preci terius) wykazuja wiasciwosci toksyczne.
RYCYNA i podobna strukturainie ABRYNA dziataja jako inhibitorx
biosyntezy biatka i wykazuja dziatanie antynowotworowe.

2. GLOBULINY

Globuliny maja wieksza mase czasteczkowa niz albuminy 1 wystepuja
praktycznie we wszystkich komorkach zw.lorzocﬁ:h i roslinnych. )

Do tej jednolitej, szerokiej klasy biatek nalezy wiele enzymdéw,
biatek surowicy, przeciwciai, biatek mleka, glikoproteidéw i bialek
zapasowych roé¢lin. '

Globuliny sa nierozpuszczalne lub nieznacznie rozpuszczalne w wo-
Globuliny mozna frakc jonowac, wytracajac stopniowo siarcz
wym.

[c=CARTOGLOBULYNA] (m.cz.36726) iest najwazniejszym skiadnikiem
biatkowym mleka krowiego (3g/dm°

).
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[GLOBULINY SUROWICY|sa klasyfikowane zgodnie z - ich zachowaniem W
elektroforezie bibultowej jé.ko oy, A # i y-globuliny. y-Globuliny
sa klasa zawierajaca przeciwciata.

Przeciwciala sa[IMMUNOGLOBULINAMI | produkowanymi przez komorki lim-
fatyczne w odpowiedzi na kontakt z ANTYGENEM. Immunoglobuliny = reaguja

specyficznie z antygenem, a w wyniku tej reakcji nastepuje inaktywacja
antygenu przez precypitacie (strqcani‘e), aglutyﬁacjc i ite. Kompletna
czasteczka immunoglobuliny skiada gie z DWOCH LANCUCHOW LEKXICH (L) o
masie czasteczkowej 23000, oraz pary LANCUCHOW CIEZKICH C(HD o masie
czasteczkowei 53000-75000 (i pieciu typach iaficuchéw). Immunoglobuliny
roznia sie rodzajem rancucha. Wéréd immunoglobulin wyréznia sie 3 kla-
sy gidwne: [Tg6, TgA, IgM|oraz dwie klasy podrzedne[TgD I TgE] Kazda =z
tych-grup skiada sie z dwédch podgrur, rézniacych sie typem ianicucha
LEXKI EGO.

L W({IgG]znajduje sie ok. 80% wszystkich przeciwcia

odpornog¢ciowych krwi; przeciwciata antywirusowe

| przeciwciata przeciw bakteriém (gram +), antby—

“_'F"'i toksyny. Ig6 sa Jjedvnymi globulinami odporno-

{ ik $ciowymi, ktére przenikaja Pprzez bariere iozy-
skowa z krazenia matki do krazenia piodu.

[TgA]=a obecne w $lihie, siarze, izach, w wydzielinach $luzdwki
przewodu pokarmowego i oddechowego. . )

Ww[IgM]znajduie sie 5 do 10% wszystkich przeciwciat surowicy. sa to
przecivciala wassermanowskie, zimne ag lutyniny i izohemaglutyniny.
Czasteczka Ign, jest pentamerem podjednostek analogicznych do pozosta—
tych immunoglobulin. Wielko$¢ czasteczek IgM utrudnia im wedrowanie
Poza przestrzen paczyniowa j dlatego 80% Igh znajduje sie we krwi.

3. HISTONY

[AISTORY Sa blalkaml zasadowymd JCduda mawartosé lisyny, argininy) o
maiej masie czasteczkowe), rozpuszczalnymi w wodzie i kwasach. Biaika
te nie sa specyficzne dla okreflonej tkanki i wystepuja we wszystkich
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* komdrkach eukariotycznych, gdzie tworza odwracalne ' kompleksy z DNA
[CNUKLEOHISTONY = NUKLEOSONY) | a zatem odgrywaja Mm rolo w procesie
niespecyficznej represji gendw. W NUKLEOSOMACH WROZNAHV‘ Histony o
matej gawartotcj lizyny" HzA 4 _FEB wykazujace zréinicowanie yatunkowo‘i
Histony o duzej zawartosci argininy l!._’ 3 54 nis ré2niace sie miedzy
gatunkami. Histon H, iaczacy sie luZno 2z nicia DMNA po  zewnetrznei
stronie czasteczki rdzenioweij. a takze z DNA ELACZNIKOWYM.

" [{1h ‘!;I"!
.lllﬂ| ~q i\

‘Rys. Schemat nukleosomu ( eyt. za L. STEYER . Biochemia. PWN,
Varvzawa 1988, str.740 )

4. PROLAMINY

charakteryzuja sie znaczna zawartoscia KWASU GLUTANMINO-
WEGO (30-4530 i PROLINY ok.15%/.- Nazwa tej klasy biatek ma zwiazek z
duza zawartoscia proliny. Prolaminy sa nierozpuszczalne v wodzie,
roztworach soli, ale rozpuszczaja sie w 3S0-Q0%X roztworze etanolu.
GLIADYNA (psszenica i #£ytod oraz HORDENINA Cjeczmier) sa waznymi biai-
kami zbdz.
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5. PROTAMINY

Biatka nalezace do tej grupy[SA BARDZIE] ZASADOWE NIZ HISIONY] co
wynika z wiekszej zawartogci ARGININY (80-85%). Sa one rozpuszczalne w
wodzie i kwasach. Znajduja sie w jadrach komérkowych w potaczeniach z

DNA. Protaminy maja maie masy czasteczkowe 4000-4500 i wyodrebnia sie
je gibdwnie ze spermy rybie).

6. GLUTELINY

Nazwa tych biaiek ma zwiazek z DUZA ZAWARTOSCIA KWASU GLUTAMINOWEQO
(do 45%) . Gluteliny sa rozpuszczalne w wodzie, roztworach soli 4
rozcienczonym alkoholu, a takze w roztworach zasadowych i kwasnych Do
te) grupy naleza miedzy innymi:[GLUTENINA]Cpszenica>, [ORZYNINA| Cry#>
[GLUTENINA 1 GLIADYNA| skiadaja sie na lepkie biatko (gluten) maki

pszenne) 1 Zytniej.

422 SKLEROPROTEINY — BIALKA FIBRYLARNE

Z punktu widzenia komformacji %afcucha wyrdéznia sie trzy typy

skleroprotein: o strukturze[a-HELIKALNEJ,) [A-HARMONIJKI| i strukturze
lm‘ﬁﬁjﬁj HELISY| Najwazniejszymi biatkami poszczegélinych typéw sa
odpowiednio:

o= o Graz : 5
[RERATYRX] jest to biaiko nierozpuszczalne w wodzie i rozcieficzonych

roztworach soli. Wystepuje w zewnetrznych zrogowaciaiych warstwach
naskérka, w pidrach, rogach, kopytach, paznokciach i wiosach. Keraty-
‘na moze mied strukture drugorzedowa oa-helisy i wowczas nosi hazwe
a~KERATYNY badz strukture fB-harmonijki i wtedy nazywa sie ja (-KERA—~
TYNA :

Keratyna wiosc moze wystepowad w obu tych odmianach. Naturalna od-
miana jest [c-KERATYWA| Po poddaniu wiose dziataniu sit rozciagajacych
w podwyzszones temperaturza, struktura =-helisy ulega przeksztaiceniu
W fA-harmonijke. & towarzyszy tamu prawie dwukrotne wydiuzanie wiosa.
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przemiana ta jest odwracalna.

Struktura HARMONI JKI |wystepuje w = fibroinie -~ biaitku jedwabiu
produkowanym przez larwy jedwabnika.

[ROCATER] - biatko o ‘strukturze potréinej helisy zostaio oméwione
wyzej. Podobna budowe do kolagenu ma[ECASTYNA]- biatko wiékien sprze-
2ystych. Wystepuje w wiekszofci tkanek iacznych razem 2z kolagenem j
poligacharydami. Duze ilo$ci elastyny znaleziono w scianach naczynh
krwionosnych, a szczegélnie w iuku aorty w poblizu serca oraz a wiaza-
diach.

[ECXSTYRA)ma skiad aminokwasowy podobny do kolagenu: 1/3 reszt sta-
nowi GLICYNA, bogatz jest w PROLINE. Odréinia sie od kolagenu brakiem
HYDROKSYLIZYNY. Tylko w elastynie wykryto desmozyne i izodesmozyne -
pochodne czterech reszt lizyny (patrz rozdziat aminokwasy). Przy-
puszcza sie, ze tego typu wiazania poprzeczne moga decydowaé¢ o sBpre—
2ystosci widkien elastynowych. umo2liwiajacych im po naprezeniu po-
wrét do pierwotnego rozmiaru i ksztaitu.

43. BIALKA ZEOZONE

Bialka ziozone ga klasyfikowane wg. ich nieaminokwasowych czesci
skiadowych, istotnych dla ich funkcji. potaczonych z iafcuchami pep-
tydowymi wiazaniami kowalencyinymi. jonowymi lub koordynacy)nymi.

431 FOoSFOPROTENY

Fosfoproteiny zawieraja grupy KWASU FOSFOROWEGO, ktére zwykle
polaczone sa wiazaniami ESTROWYMI z grupami nmghmw taficuchow
bocznych SERYNY Jub rzadziej TREONINY.

Do waznych fosfoproteidow naleza Znajduja .io one w duze)
ilogci w mleku krowim (259/dm3). stanowiac okoio 79% biatek =zawartych
w mleku. Do grupy fosfoproteidéw naleza takze [FOSFOWITYNX I WITELIRX]z
26itka jaja kurzego. Pieddziesiat procent reszt aminokwasowych fosfo-
wityny stanowia reszty fosfoseryny.
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432 CHROMOPROTEINY

Bialtka te zawieraja[CHROMOFOROWA GRUPE PROSTETYCZNA] Bardzo duze

zZnaczenie maja honoprotdny, ktére zawieraja grupy hemowe.

[AEMOCLOBINA] -skiada sie z czterech grup hemowych i czterech
taficuchdw polipeptydowych: dwdch iaficuchdéw . a ziozonych z@minokwa—
séw i dwdch tancuchéw 3 ziozonych z[146]aminokwaséw. Transportuje ona
tlen czasteczkowy., przytaczony koordynacyjnie do Fe++w grupie hemowej,
z ptuc do tkanek.

[RTOGLOBINA] -zawiera jedna grupe hemowa z Fet* i jeden tancuch
polipeptydowy ziozony z [153] aminokwaséw. Mioglobina wystepujaca w
mieéniach siuzy jako no$nik tlenu, przy czym tlen wiaze sie z mioglo—
bina silniej niz z hemoglobina.

[CYTOCHRON T]- biaiko przenoszace elektrony, zawiera grupe hemowa i
jeden taficuch polipeptydowy ziozony z[104]aminokwaséw, ale w odréznie-

niu od mioglobiny, grupa hemowa w cytochromie C jest przyiaczona do
apoproteidu kowalencyjnie: w wyniku utworzenia mostkdéw sulfidowych
przez tancuchy boczne reszt cysteinowych.

Do hemoprotein naleza réwniez enzymy: [RATALAZA 1 PEROKSYDAZA]

433. LPrOPROTENY

LirOPROTEINY - sa produktami przyiaczenia lipidéw do specialnych

biaiek zwanych apolipoproteinamj. Dzieki temu poiaczeniu nierozpusz-
czalne w wodzie lipidy moga byé transportowane we krwi, stanowiacej

$rodowisko wodne.

Funkcja lipoprotein jest przyiaczanie i oddawanie lipiddw oraz wy—
miana apoprotein. Skiadnikiem biatkowym lipoprotein jest osiem gidéw—
nych klas apoprotein oznaczonych jako:

Apo~Al. Aro-All. APo-Alll. APOo-B. APO-CI. APO-CII. APO-CIIl | APO—E
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oraz klasy uboczne.[APOPROTEINY klasy A]maja masy czasteczkowe ~ okoto
20000, podczas gdy czasteczki[APOPROTEINY klasy C]- sa znacznie mniej—
sze - zawieraja 60 — 80 reszt aminokwasowych, naleza wiec do peptyddw.
Biatka sa rozmieszczone - na powierzchni czasteczki lipoproteinowej,
natomiast lipidy tworza jej rdzes. ‘ :

Duza zawarto$c lipidéw , majacych mniejsza gestosé od wody., pPowo—
duje, %2e gesto$¢ lipoprotein jest stosunkowo mata. Wrasciwosé ta zo—

stata wykorzystana do rozdzielania lipoprotein metoda ultrawirowania w
gradiencie gestosci. Gdy zastosuje sie np. jako rozpuszczalnik roz-
twér soli o okreslonej gestosci o= 1.063 g/cms. ‘wéwczas wszystkie li-
poproteiny, ktdrych gesto$¢ jest mniojsza: wypityna i zbiora sie na po-—
wierzchni cieczy. Ta metoda ustalono klasy lipoprotein o rdéz2nej ges—
tosci oraz frakcje chylomikrondw.

nmja gestosé 0,94 g/cm° i 8a w zasadzie kropelkami
tiuszczu z porowata osionka biatkowa (zawarto$é biatka 1 - 2%).

LIPOPROTEINY © bardzo matej gestosci -[VIDL] (very low demsity li-
poproteins) — 0,94 - 1006 g/cm™, zawieraja 8-10% biatka i od 45-65%
tiuszczu. Pozostaiymi skiadnikami lipoprotein sa fosfolipidy, estry
cholesterolu i wolny cholesterol.

LIPOPROTEINY © matej gestosgci[LDL] (low density lipoproteins)  ~1006
- 1063 g/cm3 zawieraja 20-25% biatka i 4-8% tiuszczu. Frakcja ta jest

szczegdlnie bogata w estry cholesterolu - zawarto$¢ ich siega do S50%.

LPoPROTENY o duzei gestosci [MDL](high density lipoproteins) -
1063 - 1210 e/cma zawieraja 40-55% biatka, 2-7% tiuszczu, 26-32% fo-
sfolipidéw i 15-20% estréw cholesterolu.

Rutynowa metoda badania surowicy ludzkiej jest elektroforeza.
Okres¢ lonym frakcjom elektroforetycznym mozna przyporzadkowaé rézne li-
poproteiny. CHYLOMIKRONY w elelktroforezie bibuiowej i na 2elu agaro—
wym nie migruija. lecz pozostaja w poiozeniu startowym, w elektrofore-
zie swobodnej na octanie celulozy i w blokach skrobiowych znajduje sie
je w frakcji a, GLOBULIN. LIPOPROTEINY VLDL zawarte sa we frakcji pre
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-GLOBULIN, LIPOPROTEINY LDL zwiazane Ba z frakcja {3—~GLOBULIN, nato-
miast LIPOPROTEINY HDL znajduja sie ‘we frakcji al—GLOBULIN. CHYLOMIK=- .
RONY ga wytwarzane przez komdérki $luzéwki jelita w procesie wchiania-
nia produktéw hydrolizy tiuszczdw i przekazywane do ukiadu limfatycz-
nego. Maja one posta¢ kuleczek o $rednicy od 75 - 1000 nm. W Kkrwio-—
obiegu chylomikrony ulegaja szybkiemu rozkiadowi. Przejmuja one od
lipoprotein HDL apoproteine C III, dziatajaca Jjako aktywator lipazy
lipoproteinowej. Enzym ten jest zlokalizowany na powierzchni komdrek
$rédbionkowych naczyn krwionosnych i w komérkach tkanki tiuszczowej,

hydrolizuje tiuszcze chylomikrondéw a uwolnione kwasy tiuszczowe sa
albo pobierane px;zez tkanke tiuszczowa, albo transportowane dalej

przez albumine surowicy krwi do watroby.

LIPOPROTEINY o bardzo matej gestosci (VLDL) rozprowadzaja po orga-
nizmie zsyntetyzowane przez watrobe lipidy. Czasteczki VLDL wskutek
rozpadu staja sie mniejsze przechodzac w LDL.

LIPOPROTEINY o duzej gestosci (HDL) sa réwniez wytwarzane w Xkomdr-
kach miazszowych watroby. Zawieraja stosunkowo duzo apoproteiny C III,
Xtéra moze zostad przeniesiona na chylomikrony 1lub VLDL. Odwrotnie
czasteczki HDL moga przejmowad Apo-C od roziozonych chylomikrondw.

LIPOPROTEINY | Dl sa bogate w wolny cholesterol i jego estry. Estry
cholesterolu powstaja pod dziataniem enzymu wystepujacege Ww osBoczu
krwi i aktywowanego przez Apo-Al-acylotransferaze lecytyna : choleste-
rol CLCAT). Wiele komérek zawiera na swojej powierzchni receptory spe-—
cyficzne w stosunku do Apo-B LDL. Wiaza one czastki LDL i przenosza je
do wnetrza komérki, gdzie te lipoproteiny sa rozkiadane przez lizoso-
my. Towarzyszy temu uwalnianie cholesterolu. Wolny cholesterol moze
dziata¢ jako receptor syntezy kluczowegoc enzymu biosyntezy choleste-—
rolu; reduktazy 3-metyloglutarylo CoA.

Podwy2szenie stezenis LDL (a tym samym stezenia cholesterolu) w
Au prowadzj do zmian miazd2ycowych,
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434. GUKOPROTEINY

Glikoproteiny sa to [Kompleksy WEGLOWODANOWO-BTAEKOWE] w ktérych
krotkie oligosacharydy przyiaczone sa wiazaniami glikozydowymi do
taficuchdw bocznych niektdérych aminokwasdéw. Istnieje kilka sposobdw
przytaczania oligosacharydéw: np.wiazanie O-GLIKOZYDOWE (do Ser, Tre),
N-GLIKOZYDOWE (do N-koAcowych grup aminowych, grupy <s—aminowej Liz,
azotu grupy amidowej Asn) oraz POLACZENIA ESTROWE 2z udziatem tlenu
glikozydowego (Glu, Asp). [Skladowe weglowod.nowe] zwykle zawieraja -
heksozy (gidéwnie D-galaktoze, D-mannoze i D-glukoze oraz N-acetylohek-

sozoaminy, jak réwniez L-fukoze lub kwas sialowy (kwas N-acetyloneura-
minowy) jako koficowe elementy iarficuchéw weglowodanowych. GLIKOPROTEINY
wystepuia jako skiadniki bion, enzymdw, przeciwciai, substancji grupo-
wych krwi, €luzdw, czynnikéw komplementarnych, hormondw i biatek suro-—
wicy. Wystepuja one we wszystkich frakcjach surowicy z wyjatkiem frak-
cji albumin.

Glikoproteiny speiniaja szereg ré2nych funkcji. Na powierzchni
komérek biora akt?wny udzia: w transporcie przez biony oraz dziataja

Jako biaika przenoszace jony metali (Fe+3,Cu+2). Duza lepkosé roztwo—

réw glikoprotein nadaje im wtasciwoéci smaru. Glikoproteiny wchodza w
skiad substancji <$luzowych w wydzielinach gruczoiéw, w piynach stawo-
wych oraz tkance tacznej.

4.35._ NUKLEOPROTEINY

Nukleoproteiny sa [KONPLEKSANI __ KWASOW __ NUKLEINOWYCH 1 BIALEK. |
Skiadnikami biatkowymi moga by¢: protaminy, histony i biaika niehisto-
nowe chromosomdéw. W kompleksach tych jako kwas nukleinowy najczesciej
wystepuje DNA. Nukleoproteiny odgrywaja zasadnicza role w replikacji
DNA i’ kontroli genetycznej oraz biosyntezie biatka (rybosomy).
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436. METALOPROTEINY

[Jony niektdrych metali maja zdolnos€ wiazania sie z biatkami] i

tworzenia z nimi komplekséw. Wiele oksydaz np. OKSYDAZA FENOLOWA,
OKSYDAZA CYTOCHROMOWA, OKSYDAZA ASKXORBINIANOWA, zawiera MIEDZ. Z kolei
jon H.n’z, wystepuije w KARBOKSYLAZIE = PIROGRONIANOWEJ mitochondridw,
dziata jako specyficzny aktywator SYNTETAZY GLUTAMINOWEJ (z Escheri-
chia colid. MANGAN zawieraja tekzg tkankowe enzymy glikolityczne i
proteoclityczne. ANHYDRAZA WEGLANOWA jest przykiadem enzymu zawieraja-—
cego CYNK. FERRYTYNA i HEMOSYDERYNA - sa biaikami, ktdére przechowuja
ZELAZO. Wiaza one w sumie 25% 2elaza =zawartego w caiym organiZmie.
Pozbawiona Zelaza ferrytyna—-APOFERRYTYNA ma ksztait piytki 1 skiada

s1e z 24 podjednostek. Z:lazo wystepuje w ferrytynie w postaci wodoro—
tlenkdéw 1 tlenkdéw tworzacych micele, z ktorych w kazdej moze znajdowad
s1e 4300 )ondw Fe*a. W takil sposéb nadmiar 2elaza w organiZmie jest

przechovywany wewnatrz komérki 1 w razie potrzeby uwalniany.
44 CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA BIALEX

441 CHARAKTER AMFOTERYCZNY

Podobnie jak aminokwasy, biaitka takze sa elektrolitami amfotery-
cznymi . W czasteczce l_);gtgc grupami zdolnymi do jonizacji Sa grupy
COOH -aminokwaséw dwukarboksylowych (kwasowych), grupy NHZ aminokwaséw
dwuaminowych (zasadowych). nieznaczna ilo$¢ koficowych grup aminowych 1
karbcksylowych, grupa OH-TYROZYNY, ~SH-CYSTEINY, reszta IMIDAZOLOWA
HISTYDYNY, GUANIDYNOWA ARGININY oraz reszty FOSFORANOWE FOSFOPROTEIN.
Obecnos$c powyzszych grup nadaje czasteczce biaika  charakter
wieiowartosciowego jonu, czyll wieloelektrolitu. Zardéwno dysocjacja
grup karboksylowych, jak 1 przyiaczanie jonédw wodorowych (H’) do grup
aminowych zwiazanych z biatkiem zaleza od pH roztworu. Podobnie do
aminokwasdw, dla biatek réwniez istnieje pojecie punktu lzpoloktryczno—
go (pI; le). Czasteczka biatkowa w pI staje sie dipolem o bardzo
duzym momencie dipolowym z powodu nierdéwnomiernegc rozmieszczenia grup
aminowych 1 karboksylowych. Ta dwubiegunowa struktura ma duze 2znacze-
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nie dla wzajemnego oddziatywania pomiedzy czasteczkami biatkowymi i
innymi jonami lub czasteczkami. Dla warto$ci pH mniejszych od pI cza-—
steczka biatka nabiera charakteru coraz silniej 2zjonizowanego kwasu
wielokationowego. W roztworach ¢ pH wiekszych od pl czasteczka biaika
staje sie silnie zjonizowana zasada wieloaminowa. Przy wysokim pH
wszystkie grupy karboksylowe sa zdysocjowane, a grupy aminowe sa nie-
nat adowane, pPrzy niskim pH sytuacja Jest odwrotna: cofnieta jest dyso-—
cjacja grup karboksylowych a grupy aminowe wystepuja w postaci jondw
aminowych NH . badunek czasteczki biaika zaie2y wiec od STEZENIA JONOW
WODOROWYCH. Ze zmiana pH zmienia si@ jego wartosé, a nawet znak Cperzy
przekroczeniu punktu izoelektrycznego>. Czasteczki biatka znajdujace
sie w roztworze o pH ré2nym od jego pI maja tym wiekszy tadunek ele-
ktryczny, im wieksza jest réznica pomiedzy wartosciami pH i pI.
Jezeli w roztworze bedzie nie jedno biaiko, lecz mieszanina biatek o
réz2nych pI, to ich czasteczki w zaleznosci od réznic miedzy wartos-
ciami pI i w zaleznosci od pH roztworu beda mogty mie¢ mniejsze lub
wieksze iadunki elektryczne albo nie mie¢ ich wcale. Jedne czasteczki
moga by¢ natadowane ujemnie a inne dodatnio. Czasteczki biaiek takiej
mieszaniny umieszczone w polu elektrycznym beda przyciagane w strone
elektrod o przeciwnych znakach. Beziadna mieszanina czasteczek ulegnie
uporzadkowaniu i rozdzieleniu, poniewaz szybko$¢ poruszania sie czas-
teczek poszczegdlnych biatek bedzie rézna z powodu réznic w wielkos$-
ciach tadunku elektrycznego. Szybko$é wedréwki rozdzielonych czaste-—
czek biaika zale2y teZ od ich masy czasteczkowej i EEE&E_&!¢ oraz na-
tezenia pradu przyiozonego do me
Opisane zjawisko nosi nazwe [ECEKTROFOREZY] i  wykorzystywane

iest do rozdziaiu mieszaniny biatek.

442 RozruszczaLnose

Rozpuszczalno$¢ jakiejkolwiek substanc)i jest wynikiem zréwnowa-
2enia wewnetrznych sii przyciagania czasteczek ciaia rozpuszczanego i
pPrzyciagania miedzy czasteczkami rozpuszczalnika, a czasteczkami ciata
rozpuszczanego.

[Rozpuszczalno$é biatek zalezy od szeregu czynnikéw] takich jak: pH,
rodzaj rozpuszczalnika, stezenie elektrolitu (sila jonowa) oraz typu
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Jonow w srodowisku. Wazna role odgrywa takii charakter biatka i jego
cechy strukturalne: biatka globularne i fibrylarne. QO rozpuszczalnogci
biatek decyduje przede wszystkim ich[POWINOWACTWO DO WODY ] (zdolno$é do
hydratacji). Przez hydratacje nalezy rozumiec wiazanie sie dipoli wody
z grupami polarnymi biaktka , dzieki czemu czasteczka biatka otacza sie
Pt aszczem wodnym. [lo€é wody hydratacyinej zwiazanej przez biaiko moze
siega¢ 0,3 -0,49 wody na lg biaika. -Hydrofilowe grupy aficuchéw bocz—
nych aminokwaséw wykazuja rézne powinowactwo do wody, wg ktérego mozZna
Je uporzadkowad¢ nastepujaco: -COOH> -OH> -NHa> =NH> ~SH oraz atomy
N i O wiazania peptydowego. Teoretycznie grupy: =CO i =NH powinny wia-

za¢ koordynacyjnie po 2 czasteczki HZO‘ w rzeczywistos$ci wiaza tylko
poitowe tej ilosci, a spowodowane jest to uksztaitowaniem przestrzennym
ich sasiedztwa. Natomiast grupy polarne iaficuchéw bocznych nie podle—
gajac takim ograniczeniom przestrzenny.. sa uwodnione maksymalnie.

Czasteczka wody potaczona Jjest 2z grupami hydrofilowymi wiazaniem
wodorowym.

TEORETYCZNA LICZBA CZASTECZEK Hao WIAZANYCH PRZEZ
GRUPY FUNKCYJNE AMINOKWASOW

GRUPA FUNKCYJNA -OH -COOH -O0=- -NHZ =NH wN- -SH

Liczba czasteczek
Hao 3 4 2 3 2 i : |

Bialko rozpuszczane w niewielkiej ilo$ci wody wchiania ja i tworzy
galaretowaty z2el. w ktérego wewnetrznych przestrzeniach gromadza sie
czasteczki Hzo. Towarzyszy temu 2zwiekszenie sie odlegiosci miedzy po-
szczegdlnyml czasteczkami biatka powodujace zwiekszenie sie objetosci

zwane [PECZNIENTEN BITAEKA| Uwodnienie 1 pecznienie sa wspéina wiasciwo-
$cia biatek ro.puszczalnych i nierozpuszczalnvch, ale tylko te pierw-

sze ulegaja rozpuszczeniu, Lworzac hydrofilowe roztwory koloidows.
Powinowactwo do wody nie przesadza sprawy rozpuszczalnosci, np. kola—-
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gen. wykazujacy znacznie wieksze powinowactwo do wody niz albumina
jest nierozpuszczalny w wodzie, natomiast albumina rozpuszcza sie ta-
two. Niewielkie ste2enia soli nieorganjcznych wpiywaja dodatnio na
rozpuszczalnos¢ biatek. Liczne biatka nierozpuszczalne w wodzie, roz-—
puszczaja sie dobiero w rozcienczonych roztworach soli. Ten efekt spo-—
wodowany jest zobojetnianiem przez jony soli zjonizowanych grup biaika
odpo_wiedzialnych_ za przyciaganie miedzy czasteczkami biatek.

Biatka sa [AMFOTERYCZNYMI WIELOELEKTROLITAMI] stad pH roztworu,
zmieniajac jonizacije grup funkcyjnych iaficuchdéw bocznych, wpiywa réw-
niez na ich rozpuszczalnog¢. Rozpuszczalnosc bialtka w PUNKCIE

IZO0ELEKTRYCZNYM jest najmniejsza, gdyz ¥ tym punkcie przyciaganie

W pH réznym od pI czasteczki bialka maja tadunek, co zmniejsza wza-
jemne przyciaganie sie czasteczek, a w nastepstwie zwiekeza ich rozpu-
szczalnosd.

443 WysaLane

Korzystny wpiyw jondw solj na rozpuszczalnosc¢ biaktek ustaje, gdy
wzrasta stezenie soli. Biaika rozpuszczalne w wodzie mozna wytraci¢ z
roztworu duzym stezeniem soli. Proces ten mnazywa sie WYSALANIEM
BIALKA. Do wysalania biatek uzywa s.io soli, ktérych jony tatwo tworza
wodziany. Sole majace mozno$¢ wiazania wody konkurujac z biaikiem o

czasteczki H,0, odbieraja czagteczkom biaika ‘plaszcz wodny", <o 2
kolei obniza ich rozpuszczalnos¢ i prowadzi do wypadania 2z roztworu.

Stezenie soli potrzebne do wysolenia biaika zaleiy od wiadciwosci
danego biatka i od pH $rodowiska. Bialko mjt;tvto_i» Jost wysolic w
punkcie izoelektrycznym, gdy2 brak :adunkéw elektrycznych sprzyja ia-
czeniu sie céastéczek w wigksze agregity. tatwo wypadajace z roztworu.
Najczegciej do wysalania stosuje sie SIARCZAN AMONOWY, CHLOREK SODOWY
lub SIARCZAN MAGNEZOWY. Wysalanie biatek jest procesem [ODWRACALNYM]
Po obnizeniu stezenia soli np. przez dialize, mozpa 2z powrotem
rozpusci¢ wytracone biatko, Wykazuje ono wéwczas swoje natywne wiasci-
wosci, poniewaz wysalanie nie wywoituje uszkodzenia struktury.
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444 DENATURACUA

Denaturacja biatka nazywamy takie zmiany w strukturze, ktére
prowadza do utraty aktywnosci biologicznej lub inne) indywidualne)
cechy charakterystycznej tegc biatka. Podczas denaturacji przede
wszystkim sa niszczone [WIAZANIA WODOROWE] W obecno$ci odczynnikdéw
redukujacych rozszczepieniu ulegaja [WIAZANIA DISULFIDOWE] Pojawiaja
sie wéwczas wolne grupy -SH. W wyniku rozerwania wiazarn stabilizuja-
cych strukture biatka, tancuchy peptydowe przyimuja w przestrzeni inna
pozycje, a uwolnione grupy funkcyjne aminokwasdéw moga tworzy<¢ inne,

nowe wiazania. Zmienia to oczywiscie konf iguracje przestrzenna
czasteczki. Taka[ZDENATUROWANA|czasteczka biatka odznacza sie zawsze
zmiana, a nawet 'utratg wiagciwogci biologicznych denzymatycznych,
antygenowych, hormonalnychl.

Nieodwracalny na ogél proces denaturacji moze w pewnych wypadkach
ulec cofnieciu, gdy np. czynnik denaturacylny dziatat stosunkowo krét-
K¢ 1 nie spowodowat daleko posunietych zmian w strukturze.

Denaturacje biatka wywoiuja niektére czynniki fizyczne takie Jak:
OGRZEWANIE, ULTRADZWIEKI, PROMIENIOWANIE KROTKOFALOWE i JONIZUJACE,
WSTRZASANIE WODNYCH roztwordw biatka w atmosferze powietrza. Do
chemicznych czynnikéw denaturujacych naleza: KWASY, ZASADY, JONY META-
LI CIEZKICH, ORGANICZNE ANIONY, MOCZNIK, AMIDY KWASOWE, DETERGENTY,
FENOL, CHLOROFORM, rozpuszczalniki mieszajace sie z woda, jak ALKOHOL,
ACETON itp.

445 MASA CZASTECZKOWA

Masa czasteczkowa biatek waha sie w szerokich granicach od kilku-
nastu do kilkuset tysiecy.

Do okre<lenia masy czasteczkowe) 1 ksztaitu czasteczek biaitkowych
stosu)e sie wiele metod fizykochemicznych obejmujacych POMIARY LEPKO-
SCI, oznaczania SZYBKOSCI DYFUZJI i SEDYMENTACJI w ultrawirowce, okre—
slanie RUCHLIWOSCI ELEXTROFORETYCZNEJ i CHROMATOGRAFICZNEJ oraz po—-
wiary ROZPRASZANIA SWIATLA i CISNIENIA OSMOTYCZNEGO.

Ostatnio najczescie)j stosowanymi sa metody z uzyciem ultrawiréwki
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oraz chromatografii: pomiar szybko$ci sedymentacji oraz metoda réwno-
wagi sedymentacyinej. W metodzie opartej na pomiarze szybkofci sedy-
mentacji konieczne jest wytworzenie takiego pola grawitacyinego, ktdére
zapewnitoby catkowite osadzanie sie (sedymentacje) badanej substancji.
Szybkosc¢ sedymentacji biakka jest wprost proporcjonalna do Jjego masy
czas we j !

W celu wykonania pomiaru wspdtczynnika sedymentacji i co jest 3 tym
2wigzane masy czgsteczkowe) dbiatka, roztwdr biatka umiesszcza si¢ w
polu grawitacyjnym 500 tys. razy silniejszym od przyciggania ziemskie-
go Cuzyskuje sie go w ultrawirdwkach przy szybkogci ok.70000 odr/mind.
Przy okredlaniu masy czqgsteczkowe)] metodg rdwvnowagi sedymentacyjne)j
biatko wiruje si@ dodatkowo w gradiencie gestosci sacharozy. bqdé
chlorku cezu i pordwnuje po ustaleniu rdwnowagi 2 odpowiednim slqéo-'
niem w gradiencte. .

Mase czasteczkowa biatka mozna réwniez okresli¢ metoda[FILTRACIT

ZELOWET ] (chromatografia sitowa = molekularna = 2elowa = saczenie
molekularne = saczenie przez sita molekularne ) przy u2yciu usiecio-

wanych polisacharydéw - typu SEPHADEX (G-50, G-100, G-200) oraz
POLIAKRYLOAMIDOW (Bio-Gel P-100, P-150, P-300). Chromatografie tego
typu moZna przeprowadsid metoda kolumnowa 1udb cilenkowarstwowa.

Szybkosc dyfuzjj czasteczek biatka w 2elu zalezy od wielko$ci poréw
tego zelu i rozmiardw czasteczki biaika (Jego masy czgstecshkowe)).
Duze biatka trudnoi wnikajgq w pory sita, natomiast mate latwiej ( stad
duze biatka sq eluowane przed mniejszymi. Pordwnujac profile elucii
biatek wzorcowych z profilem eluciji badanego biaika mozna z duzym
przyblizeniem okresli¢ jego mase czasteczkowa, Chromatografia
cienko-warstwowa przedbiega pododbnie, a ponadto ma te =malete. Be nie
wymaga dugych ilosci materialu dadanego.

Podobne mozliwosci stwarza[METODA ELEKTROFOREZY |w 2elu peliakrylo—
amidowym poniewaz zachodzi frakcjonowanie czasteczek zgodnie =z ich
wielko$cia i tadunkiem.

445. Blarka 0S0CZA

W ludzkim osoczu znamy obecnie ponad 200 réznych biatek, 2z kté-
rych ok. 70 zostaio wyizolowanych w stanie czystym i dosé¢ dokiadnie
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scharakteryzowanych. Stanowia one gidwna m& staiych skiadnikow
mmnmmnunmmmnnamn Wiekszosc biatek oso-
cza peini funkcie [TRANSPORTOWNE] przenoszac rézne skiadniki odzywcze,
witaminy. hormony, jony metali, kwasy tiuszczowe, leki itp. Inne nato-
miast biatka maja[AKTYWNOSC PRZECIWCTAE] biora udzial w krzepnieciu
krwi, utrzymuja ci¢nienie osmotyczne oraz petnia inne swoiste funkcje.
Biatka te wykazuia ogromna réznorodnos¢ wielkosci i ksztaitu czaste-
czek, tadunku elektrycznego, rozpuszczalnogci, szybkosci = sedymenta-
ii w ultrawirdwce itd. : :

Bialka osocza sa przewaznie [CLTROPROTEYNARY] i wykaz uja znaczny
polimorfizm genetyczny. Obecnie znanych jest ponad 100 genetycznie
uwarunkowanych odmian poszczegélnych biaiek osoczowych wystepujacych w
réznych stanach patologicznych. Tabela zawiera zestawienie prawid-
towych biatek osccza oraz ich funkcje.

ZESTAWIENEE BIALEK WYSTEPUJACYCH W OSOCZU LUDZKIM

(CYT. za W. Ostrowski, M. Gumifiska, A. Krawczyk; Cwiczenia z chemii

ogolnej i fizjologicznej, PZWL, Warszawa 1986 str. 476)

BIALKO CECHY CHARAKTERYSTYCZNE | ROLA W. ORGANIZMIE

Transport tyroksyny t{ witaminy A. [m:ig w

chorobach watroby. 'WZROST 'w nerczwvcach.

PREALBUNI NA

wigge i

Biologiczny okres pdi (rwar.u'a 7-‘27'dm;.
transportuje wode, Caz‘. "‘20' dilirubineg, kwasy
ttusscsowe, progesteron,leki Cantydbiotyhkti,darbitu-
rany., glihkosydy nasercowe> Znalesiono 8 autosomal-
nych genetycsnych wariantdw. W bis-alduminemiach
opisano 2 frakcje aldbuminowe. [SPADEK]stedenia w
chorobach nerek.wqtrody, w nowotworach, w gltodsie

U w sespolach upodledsonego wchlaniania.
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dl-M Lytrypsyna

Namuje trypsyne { inne proteasy (MIMO(Q

w zapaleniach { martwicach thankowych. [Brak]<¢rece-
sywny, autosomalny) u Aomozygot prowadzi do scho-
rzen oshkrzelowo - ;.»Cucnych. [ZAHANOWANIE] prot.eaz

-leukocytarnych prowadsi do werostu podatnodct mx

sakagenta. [BRAK] w marskodc i wgtroby ( w #6ttacs-

kach sastoinowych.

a,=Glikoproteina

1
(seromukoid =

ofozo.ﬂ:oi d

Zawiera ok. 40% cukru (12% kwasu sialowego). Wigde

niektdre steroidy Cprogesteron, testosteron). Nie

Jest wytracana przez PCA lub TCA. [2WIERSZA]siq

w ostrych U praewleklych stanach zapalnych, po-

operacyjach w nowotworach atodliwych. [ZNNTEISZA]

sig@ w marskogcl wqtrobdy.

Protrombina

Jest proenzymem trombiny. w krzepnigciu
krwi. Jest glikoprolm:nq. @m‘lq w chorobach

wqtroby.

Transkortyna

Glikoproteina. Transport Rortysolu.

Bialka wiazace

tyroksyne

Glikoproteina. Transport tyroksyny.

aI-Antychy-o-
trypsyna

Glikoproteina. Inhtdbitor chymotrypeyny

al-Lipoprotol na

Lipoprotetna o wysokie) gestodci( CNDLD. Transport

fosfoliptddw ¢ hormondv. [BINIEISZA]ele w choro-

dach wqtrody
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Gc~Globul ina Glikoproteina. stq w chorobach wqtroby.
(Sktadnik grupowy) [WZROST]w ciqZy. ' i

Typy: Gc 1-1 C45%, Gc 2-2 €39%0. Ge 2-1 (T,
Ge-X, Ge-Y

Ceruloplazmina Cuz‘—0.32%, 8 atomdéw Cumol dbialka. Barwa niebieska.

Akt ywnosc ohsydasy. Glikoproteina. U noworodkdw
czesty brak. [ZWIEKSZA|sie w cigdy. w ostrych zapa—
leniach, w #dltacshkach eastoinowych, w nowotwo—
rach, w reumaty#mte. sig w degenerac ji
soc o wqtrod j Cchoroba Wilsonad, w marsko—

$ci wqgtrody, w chronicznym zapaleniu wqgtroby it w

chorobach krgfenia.

Haptoglobiny Typy: Hp 1-1, Hp 2-2, Hp 2-1. VWiqgéq hemoglobineg

transportujq do USS. Mioglobina nie jest wigzana.

W polacseniu = Nb - akty é¢  pseudoperoksyd
Glthoprotetina. s(q w uszhkodseniu wqtroby
{ w niedokrvistodci hemolitycznej. Male wartosci

u noworodhde. [DWIEKSZA|sie w ostrych stanach za-
palnych, w nowotworach, w Cukrzycy.

cz-uroglobuum Duta sawartodé cukru C8-11% { cynku. Inhiditor
proteas. Syntesa posawgtrobowa. (WZROST|w marskodci
wqtrodby, w nercsycy. w obrseku slusowatym, w cuk-
reycy. [BRAK_ DA AN] podcsas ostrych standw sapal -
nych. v paraproteinemiach { w reuma-
tysmieo.
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az—lmtytronblna

Glikoproteina. Inhibitor trombimy. st’ w
chorobach wqtroby, w wewngtrznaczyniowych sakrze—

pach.

C 1s-Komponent

Akt yvnosc esterazy. shladnik komplementwu.

C 9-Komponent

Skiadnik komplementiu. Glikoproteina.

C 1-Inhibitor

Inhibitor esterazy (Shkiadnika Cls). Glikogroteina.

p-Chg%éraxooste- Aktywnosgé cholinocesterazy. Glikoproteina.
Plazminogen Glikoproteina. Proenzym fibrynolizy.Zmniejsza sie
Cprofibrynoli- podczas silne) fibrynoliay.

Zynad

GLOBULINY /3 I

Transferyna

(syderofilinad

Glikoproteina o barwvie czerwone). Transportuje 2

3) na mol biathka.

atomy zZelasa (Fo*
Normalnie tylko 1/3 transferyny jest wysycona

golazem. [DANIEIJSZA|sie w nercaycy. w uszhodzeniu
wqtroby, w nowotworach, w niedokrwistosci( Aipo-

chromicznej.

Hemopeksyna

Zawar tosé cuhru ok.23% Nie wytraca sie PCA.TCA ant
SSA. Wigte hem, porfiryne ( sowierajgce hem Aemo-
proteiny. Roasklada si@ w wqgtroble. Chroni preed
utrata zelasa z moczem. [BWIEISZA]sie podcsas he-
molizy, w chorobach wqtroby, w porfirtach, w
sospole nercsycowym, w enteropatiach wysieko-
wych. [ZVEKSZA]s1e v 2apaleniach ¢ mowotworach.
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Biatko wiazace

Zawar tos$é cukru 12,6% Tetramer. WigZe testosteron,

steroidy estradiol U {7-hydroksysteroidy. [WZROST|w nowo-
tworach U marskosci wqgtroby.

Skiadniki Glikoproteiny. [DAINIEJSZAJA|sie w chorobach auto-

komplement u: immunizacyjnych Czapalenie kigbuszkdw nerkowych,

c-2,C-3,C~-4, toczern rumieniowaty).

C-5,C-1 q (11,

c-8
3=L1ipoproteiny Transportujq lipidy.cholesterol Chormony). ]EZ_E_-
LDL “KSZENIE|w nerczycach. [BRAK]w alipoproteinemii.

Fibrynogen 6likoproteina. [ZNNIEJS 'A]sie w chorobach wgtroby,
v nadmierne; fidrynolizie. [ZWIEKSZA|sie w zawalach
w zapalentach ptuc, w nowotworach, w kolagenozach,
w Zdltaczce zastoinowe.

r=Globul { ny (Wystepu)q nie tylko we frakc i y-glodulinowe;d.

I mssunogl obul i ny Biatka o funkcji cial odpornogciowych.

igG F.plogiceny okres pdltrwania 21 dni. tancuchy
M: Yor¥p L: XE'XZ'

IgA Biologiceny okres pdlirwania £,8 dni. Loricuchy
H:a?.az & xz.xe

Ight Brologicany okres pdlirwantia 5,1 dni. tancuch M:
ue.ue. :x?,xa.

Igh Erologicany okres pdlirwanta 2.8 dni. lericuchy KN:

62.62. L:xe.kz
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IgE Biologicsny okres pdltrwania 2,3 dni.tarcuchy M:
tz.é . L:xe.xz

btancuchy Hs Cr. a, 4, 6, &> Podtypy : 1,2,3.4.
Dwa farkuchy N na mol bialka Cwyj. IgM: 2Hx5).

Lancuchy L: Cx=,\> 211-221 aminokwasdw’ tarcuch. Dwa tarcuchy
L na mol bialtka Cwyj.Igh :2L x 5. Hiperimmunoglo-
dulinemie: Ostre . przewlehle procesy sapalne.
I.G w .apulom;u-uqcroby.lcd -w mars-
koscl wqtroby,w sapaleniu trsusthi(, IgM - prsewle-
kle zapalenie wqgtrody, mononukleosa sakasina. Cho-
rodby autoimmunisacyjne. Chorody alergicsne: IgE -w
astmie oshkrselowe). Odkhlada sie na dasofilach
uwalntia histaming. W chorobach pasogytnicsych ClgE
tud IgM>. W paraproteinemiach. [DNIEJSZENIE] ses-
poly niedoboru prseciwciat : wady limfocytdw B.
Nowotwory USS, po napromieniowaniu, po #rodhach
(mmunosupresy jnych. Po aglutynie anty~lgG. Pler-
wotne wady limfocytdw B :Choroda Brutona a-y-glo-
bulnemia.
Zespoly upodledsone) syntesy 14G.Zeepdt Wishotta-
Aldricha —-egsema, spadeh lgG ( weroet lgA. CDofent

limfocytéw B i TO.2eepdt Louisc-Barra -drah lgA (
1gE.

Paraproteiny: I

(typ immunoglo- . Plasmocytoma (myeloma>. Rosplea homdreh plapma-
globul i tycenych

Typy: 1¢6, lgA. lgD ( lgEi-plasmocytowych.

Bt
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2. Makroglobulinemia Waldenstroma. Monoklonalny roz-
plem komdrek tworzqgcych IgM.

9. Ehcioba pakcuchey LeNKTER CLD Cplaanseytons L,
Biatko Bence-Jonesa.

4. Choroba laricuchdw cigzkich CH>. Zespdt Franklinc

5. Krioglobulinemia: Immunoglobulinemia anty -IgM.
Mata rozpuszczalnosé dbiatka ponize) 37 C? Wzrost
lepkosci osocza. W przewlekliych zakazZeniach, w

chorobach autoimmunizacyjnych, w nowotworach.

Biatko C-reakty- Powstaje w USS.Tworzy osad z polisacharydem typu C
wne 8 pneumokoka w obecnosgct Caz‘. Wystepuje w zapale-

niach { zakaZeniach

Dopelniacz Uktad zlozony =z 11 biatek surowicy : Clg, Cfr, C2,
c3, C4, :C5, C6, C7, C8, C9, Cis, a takfe aktywa-
tordw U i(nhiditordw.

Aktywowany prses kompleksy antygenu = preeciwciatem
w reakc jt tancuchowej: CI-C4—C2-C3-C5-C6-C7-C8-C9.
Potem wigsante C1g do prmeciwciala . Aktywacja Cls
prses CIir na esterase, ktdére) substratem jest C2 i
C4. Aktywac ja dlon ( udsial w hemolisie U fagocy-
toste. [DOOEJSZENIE |w sapaleniach lub régnych ge-
netycsnych defektach posscsegdlych shladnikdw.
a,~Fetuina Tworsy sie w wqtrobie ptodowe). [PRZEJSCIOWE ZWIE-
(Fetoproteina) Ev cigly. [mmfbn plerwotnych

nowotworach wqtrody, w teratoma i teratodblastoma.

Ma snacsenie dla diagnostyki tego typu nowotwordw

{ dla kRontroli terapit.
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Antygen karcyno- Glikoproteina =2 frakcji 3. Pochodsi & wielu nowo-

embrionalny twordw { thanek ptodowych. [WZROST]w nowotworach
PT du pok go. Male snacsenie diagnostycs—

ne, natomiast wagny dla kontroli terapii( operacyj-

ne) i pojawiania sie prserszutdw.

CZESC DOSWIADCZALNA

9 WYSALANE BIALEK

WykKoNANE :
Do 12 probdwek oznacsonych numerami [-12 wlad:

Do probdwki 1-3 wlaé po 2 c-‘arcatvorv selatyny

o . 46 - .- - aldbuminy
" " 70 = Ll el glodbul tny
. i " 10-12" .- hd dilalha jaja kursego
Nastepnie do probdwhki: 1,4.7.10 dodad po 8 c-’ uzo
3 3

2.5,8,11 " po 3 cm neo oras po 5 cm
NAsSYyconego roetworu (m‘)zso‘
3.8.9.,.12 * po 8 c-3 NaSYCONOPO ro® i woru
(MI‘)?SO‘

Zmetnienie swiadczy o wysalaniu sie biaika. Wynik zapisaé w zeszycile



BIAFKA

EWICZENIA

NR. PROBOWKI

10 |- 11 12

0, 8% roztwor
zelatyny

1% roztwor
albuminy

1% roztwor
globuliny

1X roztwor
biatka jaja
kurzego

woda

cm‘>2so‘

nasycony

Cyfry: 2.3.5.8 w tabelce oznaczaja ilo$¢ dodanych cm

wody .

10

3

odczynnikéw lub

OZNACZANE PUNKTU [ZOELEKTRYCZNEGO KAZEINY

ZASADA: Oparta jest na najmniejszej rozpuszczalnod#ci kazeiny w punkcie

izoelektrycznym. Przez odpowiedni dobdr otvtoi"ﬁ kwasu octowego i octa-

nu sodu przygotowuje sSi@ szereg probdwek z roztworami o réznych warto-—

sciach

PH 1 dodaje do nich jednakowa ilo¢¢ kazeiny. Wartosé¢ pH w pro-

béwce, w ktéres wystapi najobfitszy osad. odpowisde pH, kazeiny.
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WYKONANE: Preygotowad 9 suchych probdwek. Do pierwssej odmiersyé 3,2
em® IN CHCOOH i 6,8 cm® wody. a do nastepnych oémiu - po & cn’  wody.

Po dokladnym wymieszaniu zawartofci w prodduce pierwsse)., praeniedé =
niej 5 cm’ do drugiej., a = teJ po wymiessaniu 5 ca’ do treecief. =
ostatnie) 5 cm> wylad do slewu. ‘Do kaddej probdwhki dodod po I ¢a> ros-
tworu_kaseiny w 0,1 N roztworsze octanu sodowego 1 wi(m. Obser~
wowad roztwory natychmiast po wymiessaniu i po 30 minutach. Wynik

wpisaé do ponidsse) tabelkl :

NR. PMKI 1 -2 3 N 5 (] 7 e o
Llézba cna .

1 NCH:,COOH 1,6 0,8 | 0,4 0,2 0,1 0,08]0,02%5)0,012]0, 008
pH roztworu 3,5 3,8 4,1 4,4 4,7 5,0 8,3 5,6 5,9
thnlcn.lo

Osad

11 ODOZIELANIE ALBUMN OD GLOBULIN SIARCZANEM AMONU

WyxkoNnANE: Do 2 cn’ surowicy dodad 2 cu" NASYCONSEo rostworu siarcsanu

amonu ( wymiessal. Wytrqgca i@ osad glodbulin. Prsesqgcsyd. a do przesq-

csu dodald spr k 8 ém‘>2$o‘ as do nasycenia ro;(voru. Wytracajq

sie alduminy. Prsesqcay¢. w otrsymanym ptynie wyhkonad reakcje diwreto~

wq. '

Globuliny wysalaja sie przy polowiczym stopniu nasycenia siarcza-
nem amonu, albuminy zas przy calkowitym mesyceniw.
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12 ODDZIELANE ALBUMIN OD i, Ui AN SIARCZANEM HAQCZU
lm AMONU

WyxkonaNE: Do 2 cns surowicy dodad sprosskowanego MgSO ¢ az do catko-
witego nasycenia. Wytrgcajq sie globuliny. Przesqczyd, a w przesqgczu

wytrqcié aldbuminy siarczanem amonu jak w doswiadczeniu powydej.

6lobuliny wytracaja sie siarczanem magnezu dopiero przy

calkowitym mnasyceniu.

13 DENATURACJUA BIAEKA

WyKoNANIE: Do trzech proddwek wlaé po 2-3 cn3 6% hklarownego roztworu
bialka. Zawartosd pierwszej probdwki zagotowal. Do drugie) dodal 10
Rropel kwasu tré)‘chlorooc’ié&go. Zawarto$¢ trsecie) probowki podwar-
stwid 1 cn3 oc tanu otowianego, tak adby plyny nie emieszaly sie. Osad,
emgtnienie, dialy pierscien swiadczgq o dodatnim wyniku reakcji. w
probowce pierwszej denaturacja nastapita pod wplywem podwyzszonej
temperatury, w drugiej pod wplywem mocnego kwasu, a w trzeciej pod
wpiywem soli metalu ciezkiego.

‘ 13 Reaxcua BIURETOWA PIOTROWSIKIEGO

ZASADA: Reakcja biuretowa jest charakterystyczna dla zwiazkéw 2z co
O H.

najmniel dwoma wiazaniami:PEPTYOOWYM - é -N-

Jednym z najprostrzych zwiazkéw tego typu jest [BIURET] (dwumocznik) :

(o] 0O H Od nazwy tego zwiazku wywodzi sie
H-ﬂ-é-ﬂ-é-&-ﬂ nazwa reakcji Piotrowskiego
hood
Qdczyn Riuretowy dala 12 €0 paimniej z trzech amino-
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kwaséw. Reakcja ta polega na tworzeniu barwnego kompleksu z jonami mie—
dziowymi w $rodowisku zasadowym. W Qroawisku tym zachodzi tautomery-
zacja ugrupowania przy wiazaniu peptydowym, z utworzeniem formy enolo~
wej, w ktérej grupa hydroksylowa zdolna jest do dysocjacji.

-C-N- , ~C=N-
L | — &‘

Z sasiadujacymi =ze soba wiazaniami tego typu jon miedziowy tworzy
dwa wiazania jonowe (z grupami enolowymi) oraz cztery wiazania koor-
dynacyine (z atomami azotu). SteZzenie powstajacego kompleksu barwne-
go jest proporcjonalne do liczby wiazarnt peptydowych 2zwiazkdéw zawar-
tych w badanym roztworze. Liczba za$ wiazah peptydowych jest
proporcjonalna do ilo$ci biatka.

WYKONANIE Do trzech proddwek wlad po lcm3 roztworu glicyny, tnsuliny.
it biatka jaja kurszego. Do kaZde) dodad po 1 cn3 10 % rostworu - NaON,
nastepnie 4~5 kropel { % roztworu r:uso‘. Reakc ja jest dodatnia w

wypadku pojavienia sie¢ sie zabarwienta énrwno-[iololowyo_. Nadmtar

CuSO‘ maskuje wynik reakcji.
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PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ

WYKONANIE: Sporzqdzic rozciericzone roztwory waorcowe o stgzeniach od !
me/cms do 10 mg/cm‘;. przez kolejne rozciericzenie roztworu macierzyste-
go 0,9% roztworem NaCl. Do kole)jnych probdwek odpipetowal po 4 c;‘3
0,9% NaCl, po wymieszaniu dodadé po 5 cn3 odczynnika biuretowego. Za-
war togé probdwek wymieszadé U po 20 m;’nutach'otnacsyé absorbanc je przy
dtugogci fali 525 nm wobec prody slepej ¢ 5 cm3 0.9% NaCl + 5 cm3 od-
czynnika tiuretowego). Sporzqdzié wykres, na kitdrym na osi rzednych
odtoZyc woartosé absorbanc)i, a na osi odcigtych steZenie badanego

biatka.

OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA O NIEZNANVM STEZENIU

WYKONANE: Do jedne) probdwhki nalad 5 cm3 0,9% roztworu NaCl ¥ 5 cma
odczynnika biuretcwego — proba flepa. Do drugiej probdwki wlad f cm>
badanego biatka i 4 cm3 0,9% NaCl. Po wymieszaniu dodad 5 cm3 odczy—
nnika biuretowego. Wymioszad sawartosdé obu probdwek i po 20 minutach
oznaczyl absorbanc j@ w probdwce zawierajgce) badane biatko w stosunku
do flepe) prodby przy diugosci fali 525 nm. Stedenie blalka odcaytal =
krzywe) waorcowej.

OZNACZANE STEZENIA BIALKA METODA LOWRYEGO
16

ZASADA: Metoda ta jesi kbmb:‘nach reakclii biuretowej 2z odczynnikiem
Folina-Ciocalteu’a. Reakc)a przebiega w 2 etapach. Pierwszy polega na
przyiaczeniu jondw miedzi do wiazanh peptydowych w tancuchach pepty=-
dowych, co w konsekwenc)i prowadzi do powstania reakcji biuretowej. W
drugim etapie nastepule redukcja kwasu fosforowolframowego i1 fosforo-
molibdenowego do odpowiednich tlenkéw przez miedz zwiazana z biatkiem
oraz zachodzi reakcja miedzy odczynnikiem Folina a tyrozyna tryp~
tofanem. Absorbancie powstaiego zabarwienia odczytuje sie przy 750 nm.
Redukc)ya kwasu tocforooo'l:bdonmqq' do tlenkéw molibdenowych zachodzi
szybko w srodowisku o pH okoio 10, jednoczesnie przy tym pH kwas
fosforomolibdenowy jest nietrwaiy i tatwo ulege hydrolizie do kwasu
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fosforowego i molibdenowego. Aby temu zapobiec nalezy, po dodaniu od-
czynnika- Folina, badana prébe natychmiast wymieszaé.

Meoda Lowry’ ego pozwala na é6znaczanie biaktka juz o stezeniu 1 pg/c-s

Jest to metoda okoko 100 razy czulsza od metody biuretowej. I

Ooczviramc:
1 Opczyrewx A — 2% roztwor u.zcoavo.: M roztworze NaOH
ZOocszB“B?B‘-!"rm'orC!So‘ »

= 2% roztwor winianu o -pot

La

3. Opczynnax C -~ zasadowy roztwor miedzi. Zmieszac 0,5 c.a odczynnika
'l 0,8-:-3 odczynnlk.ia' - oraz S0 c-’ odczynnika A

Codczynnik C przygotowac ma 30 min przed oznacze-
niem.

4. Opczyvrek D - rozcienczony do stezenia i1 N kwasu roztwor odczynnika

Folina-Ciocalteu’ a.

3
5. MACIERZYSTY WZORCOWY ROZTWOR BIALKA Zawierajacy 100 ugscm .

KRZYWA WZORCOWA

WYKONANIE : Przygotowad 11 ponumerowanych kolejno proddweh. Do 1 dodaé
1 ecm™ 0,9% rostworu NeCl, do drugiej 0.1 cn3 mac iersystego rostworu
bilatka, do trseciej 0.2 cn3. do cswartej 0,3 cu’ud. We wesysthich pro-
bdwkach objetodé usupelnid do 1 cna 0.9% rostworem NaCl. Do wesysthich
probdwek dodal 5 cua odcsyrnnika C. Po dokladnym vy.t;omtu sawar t oéd
prodbdwki pomostawid¢ w temp. pokojowej na 10 minut. Nastepnie. pray na-~
tychmiastowym energicsnym a(-oaaantv. dodad 0,5 en’ odcsynniha 0. Peo
uplywie 30 min. odczytal w fotokolorymetrse wartodé absordancjt prsy
750 nm wobec sSlepej proby. Wykredlié hrsywq wsorcowq odkiadajac na owl

odcieiych stedente dblatha, na ost reedych absorbanc je.
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OZNACZENIE ZAWARTOSCI BIALKA O NIEZNANYM STEZENU

WYKONANE: Do 1 probdwhi nalad f em> 0,9% NaCl ¢ 5 em® odceynnika C
-proba flepa. Do drugiej probdwki wlacd 1 cm3 roatworu?badanego bilatka
t5 cn3 odczynnika C. Zawar tosé prodowek wymieszalé { odstawié na 'io
min. Po tym czasie dodaé do obu pr;obdwok po 0,5 cm3 odczynnika D.
Zawvartosdé probdwek wymieszal. Po uplywie 30 m(n.' odczytaé wartosd
absorbanc ji, prodby badane)] wobec proby slepej w diugosci fali 750 nm.

Stezenie bialtka odczytuje sio. z krzywej norconj.]
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5. CHROMATOGRAFIA

Cwg. Ktyszejko - Stefanowicz L. Cwiczenia 2 Biochemii
PWN W-wa {982 str. 43 ~ 126

Jedna z metod frakcjonowania mieszanin zwiazkéw biologicznie czyn-—
nych jest chromatografia. W metodzie tej podstawa rozdziaiu miesza-
niny jest ré2na szybko$¢ wedrowania (migracji) poszczegdlnych zwiazkéw
w o$rodkach porowatych uwarunkowana giéwnie rézna zdolnoscia adsorp-
cyina badZz jonowymienna skiadnikéw mieszaniny lub te2 rézna ich roz-
puszczalno$cia w nie mieszajacych si¢ ze soba rozpuszczalnikach. Roz-
maite kryterie moga stanowié podstawe definiowania ré2nych rodzajéw
chromatografii.

RODZAJE CHROMATOGRAFIY

Z uwagi na sity fizyczne odgrywajace role w procesie podziatu subs-
tancji miedzy faza ruchoma i nieruchoma wyodrebnia si@ : CHROMATOGRA“
FIE ADSORPCYJNA. JONOWYMIENNA. PODZIALOWA. OSADOWA (chemichromatogra-
fia) i FILTRAC.E.

5.1 CHROMATOGRAFIA ADSORPCYJUNA

Metoda chromatografii adsorpcyjnej opiera sie na zjawisku zatrzymy-
wania substancji rozdzielajacych sie na powierzchni ciakta statego

bedacego adsorbentem. dzial skladnikow mieszaniny oplera sle na
roznym powi nowactwie sorpcyjnym tych skiadnikow w czasie przesuwania

sie ich na powierzchni czastek .dsorbontuJ «Ruchliwosé poszczegdlinych
eki adnikdéw jest odwrotnie proporcionalna do ich powinowactwa sorpcy)-

nego. Substancje o mniejszym powinowactwie do adsorbentu przesuna sie
na wieksza odlegiodé niz substancje silnie adsorbowane o wiekszym po~-
winowactwie. [Adsorbenty]stosowane w chromatografii adsorpcyjnej powin-
ny odznaczaé¢ sie odpowiednia selektywno#cia. nie reagowadé z rozdziola-
nymi substancjami ani Zz rozpuszczalnikiem.oraz nie rozpuszczed pie W
rozpuszczalniku. W zaleznosci od zdolnosci adsorpcyinych mozns podzie-
1i¢ je na[SEADE](skrobia. sacharcza), [SWEDNIE](weglen wapniowy. fosfe-
ran wapniowy) ,oraz[STLNE] (aiktywowany kwas Krzemowy. L1enek mAYNeZoMyl.
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Rozdziat chromatograficzny zalezny jest od stopnn rozdrobnienia
adsorbentu. W gruboziarnistym adsorbencie przeptyw rozpuszczalnika
jest szybszy. Rozpuszczalnikami moga byc: eter DALLQIL. g_m orga-
niczne, alkohole, eter etylowy, aceton. pirydyna. ' :

Rozdziat metoda chromatografii adsorpcyinej przeprowadza sie w ko-
lumnie wypeinionej adsorbentem, ktéry na skutek réznej zdolnosci ad-
sorbowania poszczegélnych skiadnikéw mieszaniny powoduje, 2e skiadniki
te umiejscawiaja sie na réznych wysokosciach kolumny chromatograficz—
nej. Nastepnie przeprowadza sie tzw. rozwijanie = chromatogramu, prze-
puszczajac przez kolumne rozpuszczalnik. Zasadi przy doborze elementdw
ukiadu chromatograficznego jest - aby aktywno$¢é adsorbentu i rozpusz-
czalnika byiy zblizone np. przy uzyciu silnego adsorbentu potrzebny
jest. bardziej aktywny rozpuszczalnik.

CZESC PRAKTYCZNA

17 " WYZNACZANIE IZOTERM ADSORPCA ALBUMINY | KAZEINY

NA FOSFORANIE TROJWAPNIOWYM :

(wg.Brzeski W., Kaniuga Z.: Praktikum z biochemii PWR i L,
Warszawa 1968 9.127)‘

ZASADA: Wyznaczanie izotermy adsorpcii polega na wytrzasaniu okreslony
czas i w staite; temperaturze roztwordw b réznych stezeniach badanej
substancjii z )jednakowa ilos$cia adsorbentu., a nastepnie na oznaczeniu
spadku stezenia tej subpstancii w poszczegdédlnych prébkach.v

ODCZYNNIKL:

1 Roztwér albuminy 10mg/cm> 0.1 M NaOH

2 Roztwér kazeiny 10mg/cm> 0.1 M NaOH

3. 0.1 M NaOH

4. Wzorcowy roztwér albuminy i kazeiny (zawierajacy po 1mg/cm
0.1 M NaOH)

S. Cay(PO4), in substancia

6. Odczynnik biuretowy

3

WYKONANE: Do 5 probdwek sawierajacych po 2850 mg Ca (PO, dodad: do
pLarvesej 5 cns. do drugiej ¢ c-’. do trsecie) 3 cns. do cswvartej 2
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cn3 it do piqgtej 1 cualroztwom albwnt:ny (IOné/cm'a/b.lH NaON>. Objetosd

ptynu we wszysthich probdwkach uzupelnic 0.1 M roztworem NaOH do 5 c;na
i wytrzqgsalé 30 minut. Nastepnie zawiesing = probduoft przeniedd tloé-
ciowo do probdwek wirowniczych i wirowad 10 minut przy 3000 obr/min.
Roztwdr ¢ nad osadu zlad do cylinderka prezez lejek z korecshiem z wa-
ty. Osad przemyd 5'cn3 ”20' mieszajgc dokladnie bagietka., po csym po-~
nownie odwirowaé. Roztwdr z nad osadu dolqgczyé do odpowiednich roz-
twordw w cylindrach. Zawartos$dé cylinderkdw uzupelnié do 10 cn3 uzc
dest. i wymieszal. Analogicznie postqpié e rostworem hkaseiny oras a
prébami koﬁtrolnym’. 5 cn3 O.,1M NaOND. )

W uzyskanych roztworach obu biatek a takse w roztworach wzorcowych
oznaczyé dbiatko metodg dbiuretowqg. W tym celu do | cna rostworu biatha
dodacd { cn3 odczynnika diuretowego, wymiessaé ( po 20 minutach osna-
ceylé ekstynkc )je przy diugosci fali 525 nm wobec Slepej prodby. Oblicayd
zawartosé biatka w poszczegdlnych probdwkach. Obliceyd i(le biatha
Calbuminy ( Razeiny) zastato aaadsorbowane przez Cas(PO4)2 w poszcze-
gélnych probdwkach. Wykreslié izotermy adsorpcji odkladajgc na osi )

steZenie bilaltka w pltynie po adsorpc )i, na osi y objetoslé pltynu.

52 CHROMATOOGRAFIA JONOWYMIENNA

Chromatografia jonowymienna polega na wymlanle wszyslkich zdolnych
do wymiany _|"onov Jonitu (sorbentw na inne jony o tym samym tadunku,
zawarte w roztworze.

[BORITY]sa to syntetyczne 2ywice o licznych grupach dysocjujacych s
kwasowych lub zasadowych. Kazda grupa kwasowa ( -803H lub -COOH) mote
uwalnia¢ proton pozostajacy w poblizu czasteczki. Moze by¢ on usunie~
ty. gdy inny dodatni jon zajmie jego miejsce. ' .

[RATIGNITY]sa to wiec wymieniacze jonowe o charakterze kwasor badz
ich soli, ktore wymieniaja z roztworem kationy.

Przy)dadon wymiany jonowej ni kationicie mote by¢ reakcja

[xationit —3?31‘—11* +Nat + 1™ > (xationst -S04} =MNa

\

W procesie sorpcii reakcja zachodzi ze strony Jlewej ne . RPN 4
procesie regeneracji (elucji) w kierunku przeciwnym.
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[ANIONITY]sa to wymieniacze jonows o charakterze zasad badz ich so-
11, ktore wymieniaja z roztworem iniony.
Proces wymiany jonowej na anionicie moZe zilustrowaé reakcja

+ - + - e
[Anionit)l ] OH + H + C}] ———  [Anionit =N ] Cl + H,O
\‘ \ 2
R R R R

Wymiana jondéw pomiedzy jonami fazy statej jonitu, a jonami 'z roz-
tworu -elektrolitu jest réwnowaznikowa. Ilo$¢ jondw usuwanych z jonitu
jest réwnowazna ilod¢ci jonéw wprowadzanych do wﬁieniacza jonowego.
Wymiana jondéw zachodzi miedzy faza stata jonitu, oraz faza ciekia tj.
roztworem elektroiitu, dlatego cechy chemiczne jonitu oraz elektrolitu
odgrywaja zasadnicza role w tym procesie..

Na przejs$cie jondw z roztworu do jpn:it_.u i 2 jonitu do roztworu maja
wpiyw nastepujace czynniki:

Budowa wymieniacza

I'lo$¢ i rodzaj grup funkcyinych jonitu
Energia wymienna jondéw ‘
Temperatura.

W

[Przyk¥ady waZzniejszych KATIONITOW: |
Amberlit IR-10, Dowex-50, Zeokarb 215, Duolite C-25, Permutit H

[Przyklady wazniejszych ANT ONI TOW: |
Amberlit IRA-400. Dowex 1, Permutit A , Duolite A-42.

CZESC PRAKTYCZNA

18 WYMANA JONOW W PROCESIE KOLUMNOWYM

ZASADA: Aminokwasy w formie anionowej lub kationowej moga wymieniad
sie na kolumnie jonowymieniacza z jego anionami lub kationami np.
Anionit*Cl” + Aminokwas — Anionit® Aminokwas™ + C1”
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ODCZYNNIKL:

1 Dowex 1 x 8

2 1M roztwsr NaOH (4%)

3. 1 M roztwér HCl

4, 0.1 M roztwér AgNO, (1.7%)

5. 1% roztwér kwasu glutaminowego
1g kwasu rozpuscié¢ w kilkudziesieciu cma'wody z dodatkiem roztworu
NaOH do uzyskania pH okoto 7,5 i uzupeinié¢ woda do 100 cna.

PRZYGOTOWANIE KOLUMNY : kilka gram jonitu Dowex 1x8 zala¢ na kilka-
dziesiat godzin kilkuset cm3 wody. Po zdekantowaniu wody. osad jonitu
przemywad na przemian 3-krotnie 1M roztworem HCl i 2-krotnie 1 M roz-
tworem NaOH (zakoniczy¢ 1 M HCl) wg. nastepujacej procedury: po dodaniu
okoio 200 cm3 1M roztworu HC1 lub 1M roztworu NaOH wstawi¢ na 10 minut
do wrzacej tazni wodnej przy ciagiym mieszaniu. Przesaczy<¢ przez lejek
Bschnera i przemywad kilkanas$cie razy woda do uzyskania odczynu oboje-
tnego (lub zaniku reakcji na Cl =z AgNO, w przesaczu w przypadku HC1).
Po ostatnim przemyciu woda, przygotowana zawiesine jonitu przenief¢ do
kolumny do chromatografii.

WYKONANEEOIN(2YE clecz w kolumnie seklane) do gdrnego poziomu jonitwu.
Naniesdé 1 cns rostworu kwasu glutaminowego. Przea 6tmcto Rranu kolum-
ny o;aovodouaé wsighknigcie roztworu w ztoZe wymieniacza jonowego. Prae-
mywajgc nastepnie kolumne wodg zblerad po okoto 1 cm3 wyciehu do pro-
bdwek zawierajgcych 1 cna rogtworu A'ma. Observowad strqgcanie sig¢

Jondw Cl~ wyptywajacych 2 holumny.
5.3. CHROMATOORAFIA PODZIALOWA

Chromatografia podziatowa jest metoda oparta na podziale solutu
(substancji rozpuszczonej w solwencie = rozpuszczalniku = ukiadzie
rozwijajacym) pomiedzy dwie nlo-ﬂoizajaco sie ze soba fazy clekle, 3
ktorych jedna jest ruchoma (najczescie)j rozpuszczalnik organiczany), &
druga nieruchoms osadzona na porowatym nosniku - (najczedcie) woda).
Porowaty no$nik moze mie¢ posta¢ kolumny lub bibuiy, Warunkiem decy-
dujacym o rozdziale substancji sa réznice we wepéiczynnikach podzisdu

7
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tych. substancji miedzy dwie nie mieszajace sie ze soba fazy ciekie. W
zalezno$ci od techniki w chromatografii podziatowej mozna wyrdéznié:

CHROMATOGRAFIE PODZIALOWA KOLUMNOWA I CHROMATOGRAFIE
PODZI ALOWA BIBULOWA.

5.3.1 CHROMATOGRAFIA PODZIALOWA KOLUMNOWA:

Chromatografia kolumnowa podziatowa z uwagi na rodzaje stosowanych
faz dzielil sie na: chromatografie w uktadzie CIECZ-CIECZ oOraz chroma-
tografie w uktadzie CECZ-GAZ. W pierwszym wypadku faze ruchoma i nie-
ruchoma stanowia 2 niemieszajace sie ze soba ciecze, a w drugim — faza
ruchoma jest gaz.

Pierwszy rodzaj chromatografii znajduje =zastosowanie do rozdziatu
substancji rozpuszczajacych sie w obydwu cieczach, drugi - do rozdzia-
iu mieszaniny gazéw lub par,ktére przepuszczone przez kolumne z nieru-
choma faza ciekia rozdzielaja sie wskutek selektywnej adsorpcji. 2
' nosnikow zatrzymujacych faze wodna zadawalajace wiasciwosci wykazuja :
zel krzemionkowy, skrobia, miazga celulozowa, ziemia okrzemkowa. Jako
noénik o wiasciwosciach hydrofobowych do zatrzymywania cieczy niepo-
larnych znalaziy zastosowanie kauczuk wulkanizowany i chlorokauczuk.
Jako faze ruchoma stosuje sie najczeséciej w chromatografii podziatowej
nastepujace rozpuszczalniki : chiloroform, alkohol butylowy i amylowy,

Najczestsza metoda rozwijania w chromatografii podziatowei jest wy-
mywanie. Poszczegdlne skiadniki niolzenim? na skutek rdéznych stosunkdw
podziatu przechodza do fazy ruchomej z niejednakowa szybkodcia, w wy-

.niku czego nastepuje ich rozdzielanie.

532 CHROMATOGRAFIA PODZIALOWA BIBULOWA

W chromatografii bibutowej nosnikiem fazy stacjonarnei (najczes-.
ciej polarnej) jest odpowiednio apreparowana bibuta filtracyina nasy-
cona woda. Faza ruchoma jo.t'rozputzczolnik organiczny. Rozpuszczalnik
wsiaka w bibuie dzigki je) kapilarnogci, a takie wiasnej sile cieikos-
ei. R&m Zwiazki umieszczone w punkcie startu przemieszczaja sie wraz

73
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z rozpuszczalnikiem z szybkof#cia zalezna od ich wspéiczynnika podziatu
miedzy rozpuszczalnikiem organicznym a woda nasycajaca bibute. ‘

2e wzgledu na kierunek migracji fazy ruchomej w bibule wyroznia sie
chromatograf ie [JEDNOKI ERUNKOWA I DWUKIERUNKOWA, |a ksztalt bibuty powo-
duje podzial na chromatograf ie[ARKUSZOWA, PASKOWA ORAZ KRAZKOWA. |Do

rozdzielania wiekszosci znanych substancjii zardwno organicznych jak i

nieorganicznych najbardziej nadaja sie bibuiy Whatman .
Potozenie rozdzielonych substancji okresla sie wspolczynnikiem R

HROMA IO

ZWIAZXU OD MIEJSCA STARTU DO ODLEGLOSCI CZOLA ROZPUSZCZALNIKA OD
LINII STARTU.

czolo
rogpuszezalniks

niejsce starty
plorki

knot

a - Odlegiosé frodka plamy od miejsca startu w mm

b - Odlegtosé czoita rozpuszczalnika od miejsca startu
W mm.

Wartos¢ n‘ jest wielkoscia stata ‘i charakterystyczna dla danego
skiadnika przy danym ukiadzie fazy ruchomej oraz stalych warunkach
dodwiadczenia. Wartosc¢ wspolczynnika l‘, zalezy od wielu czymnikow

74
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iy, stanu nasycenia komory i bibuity, od ilofgci i wieku rozpuszczal-
nikow, od czasu i drogi przepiywu.

CZESC PRAKTYCZNA

19| CHROMATOGRAFIA BIBULOWA — KRAZKOWA AMINOKWASOW

ODCZYNNIKI :
1 HCOOH (88-90%)
2. n-butanol
3. Wzorcowe roztwory aminokwaséw
1. 0,01 M roztwér argininy (c.cz. 174.21)
I1. 0,01 M roztwér alaniny (c.cz. 89,10)
II1. 0.01 M roztwér izoleucyny (..cz. 131,18)
IV. 0,01 M roztwédr waliny (c.cz. 117,15)
V. 0,01 M roztwér tyrozyny (c.cz. 181,20)
VI. mieszanina w/w aminokwaséw
4. 0.5% roztwér ninhydryny w acetonie

w 0,1M HC1

WYKONANEE: Na odwdd pola narysowanego na bidule Whatman nr.1 naniesdé
kaptilarq roztwory aminokwasdw w wymienione) wyfe) hkolejnosci. Plamki
nakropionych aminokwasdw nie powinny preekraczal ¢ 3 mm. Plamy nano-—
ssonych aminokwasdw wysuszyé na powietrzu. Zaltodgyé hknot 1t polodyd
chromatogram na plytce Petriego sanureajgqc hknot w rogpussczalniku
Cn-butanol : NCOON :Hzo =75 : 15 :10>. Nakryé homore wierzchnig ptytkqg
Petriego tak, aby brsegi krgtha wystawaly poza szalke. Po =bliZzeniu
si@ czola rozpuszczalnika do obwodu krg#ka biduly wyj)ad chromatogram,
usungl knot., a linie czola obrysowad swyklym otdwkiem. Chromatogram
vysuseyd w temp. pokojowe). Wywolad chromatogram spryskujgc 0,5% roz-
tworem ninhydryny w acetonie | wysussyC w temp. pokojowe) CIOmind, a
nastepnie w 60°¢ (Smind. Plamy obrysowal swyklym oldwhkiem i sasnaceyd
ich srodki. Zmiersyd droge od mie)sca startu do csgola rozpussczalnika
oraz od mie sca startu do srodka plamy. v%ltccyc‘ .RI dla kagdego amino-
- RwasSu WEOrcowe,0 Ooras w miessganinie. ZJidentyfikowald amitnohkwasy v mie-

ssQninle.
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5.4 CHROMATOGRAFIA CEENKOWARSTWOWA

Chromatografia cienkowarstwowa jest technika rozdziatu substancji
prz{r zastosowaniu adsorbentéw w postaci cienkich warstw, uformowanych
na ptytkach ze szkia lub sztywnej foli. W metodzie tej wykorzystuije
sie zjawisko adsorpcji zwiazkdéw, reakcii wymiany jonowej oraz podziai
miedzy fazy. Najczesciej ma miejsce kombinacja wszystKich 3 zjawisk, z
przewaga jednego z nich. Wspélna cecha jest wykorzystanie odpowiednio
cienkiej warstwy adsorbentu. W zaleznof#ci od gruboéci warstwy zmienia
sie szybkoé¢ przepiywu rozpu-zczal_nika; im warstwa jest ciefsza. tym
wigksza jest szybko$¢ przepiywu, a wiec krétszy czas rozdziaiu skiad-~
nikéw mieszaniny. . ;

Ad benty st ; ne w chromatografii cienkowarstwowej mozna po-
dzielic na NIEORGANICZNE | ORGANICZNE. Do tych pierwszych naleza
przede wszystkim: 2el krzemionkowy (Silica Gel G, Silica Gel H. &Lg_:
selgel) i ziemia okrzemkowa (Kieselgur). natomiast do organicznych -
celuloza i Sephadex.

CZESC PRAKTYCZNA

20 CHROMATOGRAF |A CIENKOWARSTWOWA NA PLYTKACH
POKRYTYCH KIESELGEL EM

ODCZYNNIK1 :

1. Piytki pokryte Zelem krzemionkowym
(Kieselgel G lub Silica Gel G)
-2+ n-butanol
3. CHSCOOH - lodowaty
4. 0.2 M wodne roztwory wzorcowe cysteiny- (c¢.cz.121,16),
glicyny (c.c2. 75,07)

kwasu glutaminowego (c.cz. 147.14)
Hyrolizat glutationu .
Odczynnik ninhydrynowy (do 935 cu3 0.5% roztworu ninhydryny w
acetonie dodac 1 cm3 kwasu octowego lodowatego 1 4 ca3 wody ;
odczynnik przvgotowad bszposrednio przad ufyciem).

o9
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WYKONANIE: Na ptytce zasnaczyé linie startu bv odlegtosgct 2 cm od
krétszego brzegu za pomocq dodbrze =zatemperowanego oldwka. Na linii
zaznaczy¢ w rdwnych odleglosciach 4 bunkty, na ktdérych nantes$é po 0,05
cm3 roztwordw cysteiny, glicyny t kwasu glutaninowego 1 hydrolizatu
glutationu. Plamy suszyé strumientem powietrza. Na gornym przeciwleg-
tym do liniti startu brzegu ptytki plamy oznaczyé numerami U napisad co
zawierajqg. Chromatogram rozwingd w ukladzie: n-butanol - CHBCOOH = HZO
(60:20: 20> na odleglosé 10 cm. Po dojsciu rozpuszczalnika do te) wyso-
kogct zaznaczy< oltdwkiem czolo rozpuszczalnika, plytke wy)jgd 1 wysu-
S2yC w pozyc )L poziome) w temp. 60°c. Po wysuszeniu pltytke wustawid
cronowe U spryskac roztworem ninhydryny z rozpylacza. Wysuszy<d na po-
wietrzu, poczem plytRi umiescicd w temp. 60°C na 5 min.

Obliczyd wspolczynnik R/ i na tch podstawie zidentyfikowad amino-

kuasy w hydrolizacie.

5.5. CHROMATOGRAF |A MOLEKULARNO - SITOWA
(SACZENIE MOLEKULARNE)

Lo rozdzielania skiadnikédw mieszanin o réznych wielkoéciach czaste-
czek stosowad mozna struktury porowate - Zele, speiniajace w procesie

role sita.
5.5.1. DiaLIZA

Pewna odmiana sita iolokularn-go Jest DIALIZA. W ktére) role sita
peini porowata pédiprzepuszczalna biona tzw. biong dislizacyina. Z)awi-
skc d1alizy wykorzystywane jest w praktyce laboratoryjinej do rozdzie-
lenis zwiazkow wysokoczasteczkowych np. bictok od drobnoczasteczko-
wych 8ol mineralnych.

Na>czedcie) dializa stosowana jest do odsalania roztwordw biatek po
uprzednim ich frakcjonowaniu przez wysalanie np. sglarczanem amonu.
Lrobnoaczasieczkowe jony przedyfundowuj)a z worke dializacyinego. do
rogpusIczalnika natomiast makroczasteczk: pozostaja w worku dializa-

vInYm. Catkowile uSuniecle substanc)i drobnoczasteczkowych z  miesza-~
TY e IWiazriem wysokomolekularnym wymege Czestego wymieniania o7~
FLUETCZAININA, bad? odpowlednic dule) Obletofcl rozpuszczalnika.

7
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552 SACZENE NA ZELACH SEFHADEX

Przy rozdzielaniu mieszanin o rdézne)j wielko$ci czasteczek poszcze=-
gélnych skiadnikdw stosuje sie zele (struktury porowate), speiniajace
role sita. Jony i substancje drobnoczasteczkowe latwo dyfunduja w glab
ziarenek 2zelu, natomiast wielkie czasteczki nie wchodza do wnetrza
ziarenek zelu, na skutek zatrzymywania ich przez gesta siec substancji
zelowej. Zatem wieksze czasteczki beda eluowane wczesniej niz czastecz-
ki mniejsze, a zdolnos$¢ rozdzielcza bedzie tym wieksza 1m wWieksze oka-
Za sie rdéinice pomiedzy rozmiarami czasteczek rozdzielanych zwiazkdw
Ta zdolno$¢ rozrézniania przez zlarenka 2elu czasteczek o réznych roz-
miarach staia sie podstawa techniki rozdzielcze; okreslone) mianem
filtracji zelowej 1nacze) saczenia na sitach molekularnych
SEPHADEX . Ktdre sa  odpo-
wiednio chemicznie spreparowanym: dekstranami.w wyniku c¢z=egoe  [1nloWe

Filtracje przeprowadza sie na 2elach

czasteczki polisacharydow uzysku)a wiele hydrotiinych grup oraz twores
silnie usieciowane tré)wymilarowe agregaty . Od stopnia usieciowania
preparatéw zaleza )ego zdolno$ci rozdzieicze. Liczba takich poprzecz-
nych mostkéw pomiedzy 2ancucham: dekstranu wyznacza jednoczesnie rozr-
miary "oczek"” tak utworzone) sieci. Im wiece) poprzecznych mostkdw"
znajduje sie w siec1, tym mniej)sze beda je) "oczka'. Jeat to  podstawa
rozrdézniania 2elu Sephadex - o rdé2nych rozmiarach "oczek sieci. Zelemn
o nasmnxejszych oczkach jest G-10. natom:iast ¢ najwiexkszych G-200

5.6. CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA

Chromatografis powinowactwa jest typem chromstografit adsorpcy jre ),
w ktorej wykorzystuje sie wzajomne powinowactwo dwoch substanc ji  hio-
logicznie czynnych. Jedna 2z nich. KowWalenrsyinie ZWlazana 7 nierorpunz-
czalnym nogrrikiem 1 zZwana |igandem, sSpecyticznie adanriuie lrfa-u :s'.;x;-s
tancle. 12ZOluw)aC Ja 2 mMISSZANINY 1ANYCHL ZW1AZKOW .

Wiazanie substanc)i rozpuszczonel w fazie ruchome) = liganden Zwia

zanym 2z notnixiem moz2e mied rdédzny charaxter. Moze Lo byc wiazani: o
ZYmY Z .MRUTTAtem, enaymd z infabilorem, BOrmonu 70 recegtelem,  prae
CaWCiai 4 Z snlygenem, pryaciwigata ¥ najtenen, sonp et arnyt it

SINKOW Kwasgw nuk jejrowych, Kwanda nukjelnowyot o Liadram,,  fopeiiga
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cza z przeciwciatami. Jake nofnik najczefcie) wykarzystywane sa sita
molekularne, w odpowiedni sposdb zaktywowane.

W ostatnich latach coraz czesciej stosowanym nod$nikiem jest Sepha—
roza, produkowsna z agarozy. Bio-Gel P, Enzakryl - hydrofilowy kopoii-
mer akrylamidu. .

Przykiadem chromatografii powinowactwa - szczegdlnego rodzaju jest
chromatografia kowalencyjna. Metoda ta w tym przypadku polega na utwo-
rzeniu wiazahn kowalency.nych (S5-8) miedzy faza stacjonarna & rozdzie-
lanymi substancjami.

Zasade tego rodzaju chromatografii ilustruje rys.

S~8 | SH 5-8
I E— 08
1
¥iszanie na kolumnie
2
s8-8 4
@ n-

Rys. Chromatografia kowalencyjna (wg. Strzetek J..Woios A.: Cwiczenia
z biochemii. ATR, Olsztyn 1986 str. 31.)

+ R-8-5-R

Uwainiande x kohmnxy

1. Biaiko zawierajace grupy sulfhydrylowe
Drobnoczasteczkowy zwiazek zawierajacy grupy sulfhydrylowe

6. ELEXTROFOREZA

Pojeciem clektroforeza otroslino jnt zjawisko rozdzialu mieszaniny
zwiazkow (drobnce 3 wielkoczasteczkowych) posiadajacych dodatni 1lub
ujemny ladunek w polu elektrycznym. [Rozdzul dokonuje sie W wyniku
roznic w 8zybk -1 wedrowania tych obarczonych iadunkiem zwiazkow.
Elektroforeze mo2na przeprowadzac w roztworze 1 wéwczas jest to -
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elaktroforeza swobodna. bad: w nodnikach. NOSNIKAM mOoga by¢ najréz-
ni1sisze substancie jak : bibuta, 2el krzemionkowy, celuloza, agar,
gxrobia, 2el peoiiakrylamidowy i.t.p. Ze wzgledu na zastosowane napie-
cie elektryczne, metody elektroforezy motna podzieli¢ na :

¥ [Kiskonapieciowa € .ektroforeze bibulowa]
2. [Niskonarieciowa elektroforeze Zelowa)
3. {Wysokonapieciowa elektroforeze bibulowa (elektrochromatografia

wysokonapieciowa)

4. [ Immunoelektroforeze]

6.1. NISKONAPIECIOWA ELEXTROFOREZA BIBULOWA

Proces elektroforezy na bibule uzalezniony jest od ré2nych czynni-
kdw: od proceséw elektrokinetycznych (zjawisko elektroosmozy. dyfuzji)
i od procesdéw elektrofizycznych (pH 1 siia jonowa stosowanego buforu,
wielko$¢ napiecia i nateienia pradu). Bufor stanow: g€rodowisko. w kté-
rym na fazie staiej: na bibule ma mie)sce przesuwania sie czasteczek.
Przy doborze bufordéw zwraca sie uwage na

1. Stezenie jondw wodorowych {(pH)
2. Site jonowa / u--%—ZCxwz
gdzie up - sila jonowa
C - stezenie jondw w nol/ha
W - wartofciowosd jondw

3. Vartosciowo#é ifondw
4. Skiad chemiczny bufordw

Punkty izoelektryczne bijakek krwi wahaja sie od pH » 4.7 do 7.0.
dlatego najlepsze do rozdzjatu okazaty sie bufory o pH 6,0 - 9.0. W
elektroforezie bibulowej najlepsze wynik: Osiags s1e pry sile jonowe)
() 0,06 do 0.1. Zwiekszenis Biiy jonowe) poprawia ostroté rozdzialu,
zmnie)sza jednak ruchliwotl czasteczek bialtka.

Do bufordw utywa sie Jedynle jondw jednowartofciowych, wielowartof-
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ciowe jony ulegaja adsorpcji na czasteczkach biatek i =zmniejszaja
s8zybko$é ich wedréwki. Najczescliej uzywa sie buforow WwERONALOWYCH lub

BORANOWYCH. :
[Tm wyzsze napiecie pradu, tym wieksza ruchliwosc¢ bialek|ale rdwno-

czesnie i wyzwalanie wiekszych ilosci ciepia Joula. Wyzwalanie wiek-
szych ilosci ciepia powoduje wzrost temperatury i mozliwosé denatura-
cji biatka oraz zwigekszenie parowania wody z buforu, a w zwiazku z tym
- zmiane warunkéw elektroforezy. Opf.y-alm rorzn.lt.:a potencjalow |miedzy
biegunami wynosi zwykle|3,5 - 5 Vs/cm dlugosci paska| NateZenie zaleiy
od napiecia, sity jonowej buforu i wkasciwosci bibuiy. Optymalne nate-
zenie wynosi 0,1 - 0,5 mA na 1 cm szerokosci paska.

Aparatura do elektroforzy skiada sie z komory 1 =zasilacza pradu
statego. Komora skiada sie z naczyn elektrodowych i elektrod. Elektro-
dy moga by<¢ metalowe: platyna, srebro, cynk, cyna, stal badz grafito-
we . )

¥ wyniku elektroforezy bibutowej bialek suwrowicy ludzi{ zdrowych

uzyskuje sie S frakc iz lAIbany ok. 65%, I [al-globu.l.lny - ok. 2’!.]

[aa-globul.lny- ok. 57] lﬁ—globullny- ok. 11’(] Iy-globuliny- ok. i?i_l

6.2. NISKONAPIECIOWA ELEKTROFOREZA ZELOWA

W elektroforezie zelowej nosnikami sa: Zel skrobiowy, Ze] peliakry-
lamidowy . 2e) agarowy. Zasada rozdziakiu jest podobna do metody elektro-
forezy. bibulowoj . Poniewaz rozdziat substancji Dbadanej zachodzi na
skutek réznic w ruchliwosci obdarzonych tadunkiem zwiazkdw w polu ele-—
ktrycznym. Przy elektroforezie na zelu dodatkowa role odgrywajs réz-
nice w wielkodci czastek na zasadzie saczenia molekularnego.

Rozdzialy elektroforetyczne sa dokonywane na piytkach szklanych za-
lanych agarem (elektroforeza egarowa), na bionach skrobiowych (elek-
troforeza skrobiowa), w rurkach szklanych wypeinionych spolimeryzowa-
nym amidem kwasu akrylowego (elektroforeza na zelu poliakrylamidowym) .
Zaleta tych technik jest szybki rozdzial oraz uzyskivanie znacznie
wiokszej flosci frakcji (0-30) w porownaniu 2 elektroforeza bibutowa.
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6.3. WYSOKONAPIECIOWA EELKTROFOREZA BIBULOWA

Metoda ta stosowana jest do rozdzialu zwiazkow drobnoczasteczkowych
np. aminokwasow. Elektroforeze przeprowadza sie w specjalnie skonstru-
owanym aparacie - zapewniajacym dobre chiodzenie, tak aby nie dopudcié
do pr'zom-zbwania bibuty. W przypadku aminokwaséw czesto stosuje sie
elektrochromatografie tzn. po rozdziale elktroforetycznym (zwykle 1
godz. przy napieciu 1600- 2000 V) olektrotoretdqram suszy sie, a nas-
tepnie rozwija chromatograficznie w kierunku prostopadiym do elektro~
forezy.

6.4. IMMUNOELEXTROFOREZA

Metoda immuncelektroforezy stanowl polaczenie elektroforezy w zelu
z immunodyfuzja. W poczatowym etapie przeprowadza sie eolektroforeze
badanej surowicy w 2elu agarowym lub agarozowym. Po 3je) ukonczeniu
przeprowadza si¢ reakcje precypitacyine (straceniowe) pomiedzy anty-
genami zawartymi w biatkach surowicy i przeciwciatami zawartymi w na-
noszonej dopiero teraz, surowicy odpornodciowe). W wyniku reakcji pow-
staja charakterystyczne iuki precypitacyine. Umozliwia to precyzyi~
niejsza informacje o obecnosci lub braku jakiej$ frakcii biatkowe).
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7Z2ENZYMY

Reakcje chemiczne w organizmie . sa iaﬁaze przyfépieszane przez
swoiste katalizatory komérkowe, zwane mtmrmm lub ENZYMAML

Imng gg;' ggg j re gj ]‘. E[ZXSE!‘ Qi‘ iggxmg ogigg 1g ;‘g 5;23! rﬂ—

nowagi w reakcjach &W@Amm__ﬂ_m tzw.
ENERGEL_AKTYWACLL.

ENZYMY SA  ZLOZONYML  CIEPLOCHWIEJUNYMIL wELKOCZASTECZKowvn
KATALIZATORAM O CHARAKTERZE BIALKOWYM. WYTWARZANYM WYLACZNIE PRZEZ
ZYWE KOMORKI | ODZNACZAJACYM SIE WYSOKA SWOISTOSCIA W PRZY-
SPIESZENIU LUB NADAWANIU ODPOWIEDNIEGO KIERUNKU REAKCJOM CHEMICZNYM.

Przewaznie sa to-biaika globularne, z posrdd ktérych tylko nieliczne
maja charakter biatek prostych (skiadajacych sie wytacznie z aminokwa-
s8oW) .

[SWOISTOSC ENZYMOW]tj. zdolnoé¢ reagowania z okreslonymi substancja-
m1 oraz zdolnos$d¢ do katalizowania okreflonych reakciji zaleZy od kon-
formacii przestrzennei fragmentu iatcucha polipeptydowego. - zwanego

CENTRUM AKTYWNYM.
e

74 CHARAKTERYSTYKA CENTRUM KATALITYCZNEGO

- Mieisce aktywne zaimule maia czes¢ catkowitej objetosci czasteczki
enzZymu .

2 - Miejgce oktywne Jest ukiadem przestrzennym. ziozonym z grup chemi-
cznych, lezacych- w rétnych pozycjach liniowej sekwencii aminokwa-
86w,

3 - ¥We wszystkich poznanych od strony struktury enzymach., mjsisce ak-

trvne znaidule gie ¥ zagiebieniy powierzchni enzymu.  niedostepnym
wiascivie dlas czasteczek wody

4 - ¥ centrun katalitycznym wyrSZnia sie reszty aminokwasdw, pei-
naAcych .ole grup kontaktowych oraz reszty peiniace role grup
Romocniczych. Stwierdzono np.. 2e¢ dla wielu egterez. Proteaz i
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mutaz SERYNA jest jednym z gidwnych elementdw centrum xatalitysz-
nego. Ustalono tez, jakie aminokwasy sasiaduja z seryna.i W wielu
enzymach stwierdzono wystepowanie podobnych triad:

AsP-SER-GLU czy GLU-SER-ALA. .

CENTRALNA ROLE Przypisuje sie réwniez CystEMNE. 9dvZ mofe  gna
wiazac¢ grupy Iosfofowe acylowe i 1nne w czasie dziatania enzy-
mu. Brana jest rdwniez pod uwage =zasadowa grupa imidazolowa-
= HISTYDYNY, guanldynova - ARGININY CzZy c—aminowa UZYNV oraz gru-—
PY karboksrlowo Tkw. ot.urwowr:oo i Xw. ASPARAGNOWEG.-

5§ ~ W tworzeniu kompleksu [ENZYM-SUBSTRAT]biora udzial trzy rodzaje
sit: wiazania elektrostatyczne, -wiazamia @ wodorowe 1 33y
van der Waalsa. Sity te sa stosunkowo sitabe. cdpowiadaja enargii
swobodnej wiazania od:E.SG do 50.24 KJ/mol (od 3 do 12 Kcal/mol)

Te trzy podstawowe wiazania niekowalencyjne rotma 819 miedzy so-
ba, specyficznos$cia i wymaganiami gecmetrycznymi. Poszczegdlne
wiazania w rézny sposdéb ulegaja wplywom czasteczek wody, wywiera-
Jacej na nie silny wpiyw

wiazania enzymu z substratem zalezy od procyzyinie
o_us.ng utodenja atomow w mielscy oktywnym. Poczatkowo po-
réwnywano ukiad enzym-substrat do Xklucza 1 gzamka [(teoria
Ostatnie prace wykazu)a. 2e mie)sca aktywne niektdrych
enzyméw nie sa strukturami sztywnym:. [Model KOSHLANDA]zakxtiada, 22
ksztait miejsca aktywnego enzymow ujega modyfikacli pa skutek zwia
zania z gubstrotem. Komplementarny ksztakt =mieisca aktywnego o
substratu pojawia sie dopiero po zwiazaniu substratu. Taxi praoces
dynamicznego rozpoznania nazwano [TNOUKOWANYW (wymuszonym)] dopane-

- Waniem sie enzymu.

711 WIAZANA ELEXKTROSTATYCZNE

Obarczone iadunkiem substraty moga wiazal sie = przeciwnie nata
dowanymi resztami enzyméw. Przykiadem tego oddziakywanie elektrontaty-
gznego lest ¥idzanie GLICYLO-L-TYROZVYNY z KARBOKSYPEPTYDAZA A Ujomnis
nak adowana koncowa grupa karboksylowa tego substratu oddzialuje z  do-
datnio na: adowana grupa guanidynowa reszty argininowe). Odlegioss  po-
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miedzy tymi przeciwnie naitadowanymi grupami wynosi 0,28 nli\.

- H
o] ‘HN§

+ s !
H3N-Gly—T‘yr-C§o HaN/C-N—CHa CH2 CH, = ENZYM
' ARGININOWY LANCUCH BOCZNY W
CZASTECZCE ENZYMU
Omawiany rodzaj oddziatywania nazwano tez wiazaniem (mostkiem) solnym

lub para jonowa.
712. WIAZANIA WODOROWE

Znnczny wkiad w oddziatywanie enzyméw z substratami. maja wiazania

wodorowe. Czasteczki polarne ;ew;e;a!gg_ atomy wodoru zawjazane z gil-
nie elg_g_tgou;emm; mugm np. tltnu, azotu czy chloru wykazuja
szlng ggilim_an!e_gwm. Spowodowane jest to duza pola-
rno$cia wiazania[TLEN - WODOR] [AZOT - WODOR]i [FLUOR - WODOR] Polarnosc¢

ta powoduje. 2e jadro atomu wodoru inoze przyciagaé wolne pary elektro-
néw nalezace do innych atoméw. Powsiaje wéwczas wiazanie okoio 10 - 30

razy stabsze od wiazania atomowego, ale kilkudziesiat razy a:ilniejsze
e e i L ey

od przyc:aqanm wywotanego sitami van.der-Waalsa.- Nosi ono nazwe wA-

ZA;IA WODOROWEGO (PROTONOWEGO) lub MOSTKA WODOROWEQGO. Zazwyczaj we

wzorach strukturalnych oznacza sie je linia &LQB)SLL Atom.,  z ktérym

wodér Jast zwiazany kowalencyjnie jest

j ego [ARCEPTOREN]

DONOR AKCEPTOR DONOR AKCEPTOR

WODORU WODORUY ‘ WODORU WODORU

O = Hiceevveoool = = N = HieeeeooeoeaaO~

< > < >
0.288 nm 0.304 nm

wodory ) akceptor Jeza W jednel linii, 2a kolinearne. Kiedy atom akce~

ptorowy lezy pod katem do linii iaczace) woddér 2z atomem donorowym,

wtedy wiazanie jest duzo siabsze. o
~0 = HeeooaaO= . ' ) -0 - H
SILNE VIAZANIE SLABE WIAZANIE
WODOROWE ' WODOROWE
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S: sréd dwudziestu podstawowych aminokwaséw, jodenacie‘vmg_m;ugpy
boczne mogace tworzy¢ wiazania wodorowe. Reszty aminokwasowe , zdoin;
do ‘tworzenia wiazan wodorowych, mozna pogrupowa¢ w zaleznosci od ro-
dzajéw wiazah:

4. [Eancuchy boczne TRYPTOFANU, ARGININY|siuza wyiacznie jako donory w
wiazaniach wodorowych '
M
- * )'
H - \4
N .
I
H
GRUPA BEDACA GRUPY BEDACE
DONOREM WODORU DONOREM WODORU
W TRYPTOFANIE W ARGININIE
2. [kancuchy boczne » » podobnie

Jjak ugrupowania peptydowe, moga siuzy¢ jake dopory i akceptory W
.- wiazaniach wodorowych

0O <« mo2e siuzy¢ jako AKCEPTOR wodoru
~cH _c<

N - H ¢ moze siuzyc jako DONOR wodoru

e

ASPARAGINA lub GLUTAMINA

3. Motliwogci tworzenia wiaza wedorowych przez [CYZYRE](yrupe s-amino-
wa), [KW. » . Ocoficowe grupy karboksylo-
we). [TYRGZYNE, WISTYDVNE]zmieniaia mie ¥ zalednodci od pH. Wymie-
nione grupy moga gtuZy< jako akceptory Jub lake donory wodoru w
okreglonych zakresach pH. Mozliwosé tworzenia  wiazan wodorowych
Przez reszty aminokwasowe zdolne do jonizacji zalety wiec od pH.
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O +— moze shuzyc jake ' PROTONOWANA POSTAC
..c"z.'.c/ . AKCEPTOR wodoru KW, ASPARAGEINOWEEO
N0 - H —— moze stuzye 1ub ‘GLUTAMINOWEGO

Jako DONOR wodoru

o
cua c/ \ moze siuzyc jako ZJONI ZOWANA POSTAC
o.-——mmu - KW, ASPARAGINOWESO

lub GLUTAMENCWESO
743. Say Vm DER: »WMLSA.

Kiedy dwa atomy zblitnja s:o na odlwioté od 0.3 do 0.4 nm, pojawia
sie miedzy nimi mesmgﬁ}M_ rzyciagania. To oddziatywanie
namneumniﬂmdor ¥asisa] jest miabeze i mhiej specvficzpe od

wiazanja elektrostatycznego i !gggg_gg_g, co nie umnieisza jednak jego
znaczenia w biologii. Siia przyciagenis pomiedzy dwoma atomami ro$nie.
kiedy odlegios< wmigdzy nimi maleje,  do odleglodéci van der Waalsa.
Energia wiazania van der Wealsa dia jednej pary atomd wynosi okoto
4,18 KJ/mo1l {lkcal/mol) . Zn acz g;g sit ¥an der Waaslsa w wiazaniu migs
dzyczasteczkowym pojawia sie wtedy, gdy wiele atoméw substratn wchodzi
iednoczesnie Mxmun_z m:wnmm 2 ma to miei-
2ce wowczas. kiedy enzvm i-substrai ea-prgestrzennie kouplementarne.

dea. ze wzgledu na polarnosd, ma zdolno$d jednoczesnego wystepo—
wania jako donor 1 jako nkéoptor wodoru, moZe ona zmniejszad sity wia-
zah elektrostatycznych i wodorowych pomiedzy innymi czasteczkami i jo-
nami. Po zwiazaniu enzymu z substratem woda ulega w znacznym stopniu

usunigciu. a to wzmacnia oddziaiywania elektrostatyczne i wodorowe
pomiedzy enzymem i substratem.

72 Bupowa ENZYMOW

Poza nielicznymi enzymami prostymi zbudowanymi tylko z aminokwasdw
pozostale oprécz, taficuchdw polipeptydowych zawieraja w swoim skiadzie
zwiazki nieaminokwasowe. Wyréznia sie zasadniczo dwa typy skiadnikdw
nieaminckwascwych. Jefl: biaiko (APOENZYMD zwiazane Jest ze gakiadni-
kiem pieaminokwasowym trwsle wiazaniemi kowalencyinymi posi wéwczas
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nazwe grupy PROSTETYCZNF.i. (ne. ukiad Zelazoorotoporfirvnowy w katala-
zie 1§ porokl’vduu)

__1"?‘

Drugim typo- skiadnikéw nieaminokwasowych holoenzyméw sa KOENZYMY,
dajace gie oddzieli¢ od apoenzymu poprzez dialize (np. koenzymy niacy-
nowe; MAD, NADP),

mmnmmnmmmwxuﬂmm co moZe wyni-

' ka¢ ze struktury czwartorzedowej (budowa podjqdnostkowa) ich _czaste-
czek. Qpndcy centrdw katalitycznych €nzymy maja tzw. CENTRA REGULACYJ-
NE. ktére w zaleZnoéci od swej lokalizacji nosza nazwe IZOSTERYCZNYCH
(pokozonych w obrebie centréw katalitycznych) lub ALLOSTERYCZNYCH (le-
Z2acych poza centrum aktywnym) . .

Centra te sa miejscem wiazania zwiazkéw chemicznych. zwanych EFEK-
TORAM (aktywatoremi lub inhibitorami), ktére wywoiujac zmiany konfor-
macyjne w biatku enzymu, powoduja zmiany Jjego aktywnogci, Mechanizm
proceséw aktywacji jest malo znany. Wiele przemawia za tym. 2e dziata-

nie aktywatora polega na ulatwianiu powstawania ukiadu enzym-substrat.
Mozliwe tez, %e aktywator wiaze sie z bialkiem enzymu lub substratem,
a zaktywowany substrat iatwiej poddaje sig dziataniu enzymu. Specyfi-
cznos¢ tego typu aktywatordw nie jest zbyt duza. Stwierdzono np. 2e w
procesach transfosforylacji, przeprowadzanych z udziatem ATP., aktywa-
tor Hg’z moze by<¢ z powodzeniem zastapiony przez jony Hn*z. Ca’z.
Co’z. Zn"2

Aktywatorami moga by¢ réwniez aniony, np. amylaza $linowa jest ak-—
tywowana jonem C_l-. ktéry moze by<¢ zastapiony pPrzez jon Br . NOS lub
inny anion (aktywujacy jednak 2z mniejszym efektem).

73. PreENZYMY

Niektore enzymy sa wytwarzane w postaciach nileczynnych. Jako tzw.
[ZYMOGENY Tub PREEWZYMY] Spo¢réd preenzyméw na)lepiei poznane zostaly
enzymy proteolityczne. Np. [PEPSYNOGEN]w swietle 2oiadka pod wpiywem
kwasu solnego jest aktywowany do PEPSYNY, przez odszczepi- .e¢ pepty-
du o masie czasteczkowej okoto 3100 - blckujacego centrum aktywne.

HC)
PEPSYNOGEN e e PEPSYNA ¢ INHIBITOR

| W |
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W soku trzustkowym stwierdzono takZe obecno$é¢ nieczynnych enzymdw
proteolitycznych. Wystepuje tam:[TRYPSYNOGEN] dwie odmiany [CHYMOTRY-
PSYNOGENU, DWIE PREKARBOKSYPEPTYDAZY| Ustalono, #e w __trypsynogenie
inhibitorem jest heksapeptyd. umieszczony na koficu iaficucha enzyma-
tycznego biatka, ktéry pod wpiywem enzymu ENTEROPEPTYDAZY (dawniej
zwanej enterokinaza) w siabo alkalicznym $rodowisku jelita (pH = '7-9)

zostaje uwolniony.

ENTEROPEPTYDAZA (entrokinaza)
TRYPSYNOGEN » TRYPSYNA + HEKSAPEPTYD

1

Uczynnianie trypsynogenu przez trypsyne i pPepsynogenu przez Pepsy-
ne jest przykiadem tzw. AUTOKATALIZY.

Uczynnianie chymotrypsynogenu zapoczatkowuje trypsyna, a powstata

chymotrypsyna prowadzi ten proces dalej, usuwajac kolejno kilka pepty-—

déw. Dzieki temu powstaje kilka odmian chymotrypsyny oznaczonych grec—

Ximi literami n , a , &

TRYPSYNA
CHYMOTRYPSYNOGEN CHYMOTRYPSYNA + 15-PEPTYD

t

7.4. HETEROENZYMY

Wiele enzyméw speiniajacych te sama funkcje katalityczna wystepuje

!W. Ré2znice te moga wynikaé 2z odmiennej
W&wu lub z réznych kombinacji odmiennych podje-
dnostek. WyréZniana jest grupa enzymdd ZWANYCh HETEROENZYMAM. Sa to

bialtka o tej samej funkcji katal.l'.yczmj, ale o roznoJ budovlo, _wyni-
kajacej z roznic gatunkowych org;n;zm-. B&D_l_! ;_g g_Q_y_q_g struktury
@gd_qm 1 wynikiy w procesie ewolucji, sa one tym wieksze im
gatunkj sa bardzjej odlegie fjlogenetycznije.

Na ogd: rdéinice w strukturze | - rzedowej centréw katalitycznych sa
niewielk:ie. a znacznie wieksze w budowie innych odcinkéw iaficucaa po-

lipeptydowego,
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75. 1zoenzvmy

lzoenzymami nazywamy enzymy pochodzace z rdZnych tkanek, katalizu-
jacych Q‘mg reakcie, w zwiazku jednak z  funkcja réznych narzadéiv
[WYKAZUTA ODMIENNA _KINETYKE ]Cpowinowactwo. wrazliwos¢ na dziatanio
inhibitorow) i[WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE BIALKA]Cladunek 1 ruchli-

wos¢ w polu elektrycznym, wielkosc¢ czasteczki, wrazliwos¢ na denatu-

racje cieplna itd.).

Klasycznym przykiadem jzoenzyméw jest [DERYDROCENAZK — WLFCZANOWX]
(LDH) . Dehydrogeneza mlecznowa wystepujaca w surowicy jest mieszanina
S izoenzyméw, a wiec 5 bialtek rézniacych ‘sie miedzy soba struktura

podjednostkowa, tworzaca tetramery. Tetramery zbudowane sa z podjedno-
stek M Cheart -~ serce) i M Cmuscle - migsnie).

Tworza sie nastepujace kombinacje podjednostek : H‘. H3M, H:'ZME’ HM3
i M4 - oznaczone jako LDH‘, LDH2. LDH3, LDH,. L()H5 z ktérych LDH5 we -
druje w elektroforezie najszybciej a LDHe naiwolnie;

Monomery stramery 1zoenzymy
H Hy LDH,
Monomery H3M

wua

M HoMy LDH
3 LD“‘

M, LDHy

L%a wystepuje W mieéniu sercowym, LW v miesniach i watrobie, a
I_u-la x ‘w innych narzadach i tkankach nowotworowch

PRAWDLOWA AKTYWNOSC LDH w SUROWICY KRWI wynOSt 70-300 U €1.1 -5.0
..p&rzn, w tym LDH, stanowi S4-14% LDHy - 30714 i LDH, - 10 17% W
chorobach serca wzrasta poziom LDH, natomiast w chorobach watroby

LDH;;.
76. JEDNOSTKA AXTYWMOSC! ENZYMATYCZNE.
Szybko#¢ reakcii chemicznel definiuje aie Mw

W obowiazujacym obecnie mjiedzyna-
rodowya ukud:u 81 jednostka czasu jest sekunda. natomiast. jednostha
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ilo$ci substancji jest mol. Odpowiada temu jednostka aktywnos#ci senzy-
matvczneJ zwana KATALEM: 1 KATAL (skROT KA otuje w okredlonych
warunkach reakcyinych przemiane 1'&3_1_“'&@@94 w ciagu 1 sek.

Jednostka ta jest za duza do celéw prnktycznych W warunkach labo-
ratoryjnych aktywnoéci mierzy sie w mikrokatalach (KAT) ludb nano-
katalach (nKAT). '

Czesto jest jeszcze stosowana wprowadzona w 1960r przez Komisje
Enzymowa Miedzynarodowej Unii Biochemicznej "JEDNOSTKA MI EDZYNARODOWA "

- odpowiadajaca przemianie L mikromola m’;_u&_ ¥ ciaguy lmin. (V).
U = 1667 NKAT:. N(AT = 0.06U
1 HKAT = GOU

7.7.SZYBKOSC REAKCJI ENZYMATYCZNEJ.

[czvmmu WPLYWAJACE NA SZYBKOSC REAKCJI mzmncmcnl

Na szybko$¢ reakcji enzymatycznych wpiywaja:
1. Stezenie substratu )
2. Stezenie enzymu
3. Obecnosc¢ nadmiaru produktow lub substratow
4. Toq)or.\.\r..
S. pH srodowiska
8. Obecnosc¢ aktywatorow
7. %pcno_sc inhibitorow

771 KnETYKA REAKCA CHEMICZNYCH

Reakcje chemiczne moina klasyfikowaé na podstawie ich kinetyki tj.
ustalenia charakteru reakcji i matematycznego ujecia zaleznofci pomie-
dzy szybkodcia reakcji a czasem je) trwania.

{SZVBRGSC REAKCIT CHERICHNEY] jest w ka2dey chwili proporcionelina do
stetenia substancii reaguiacych i oznacza ona stosunsk przyrostu
stezenia (lub ubytky ste?enia substratu) do czasu. W KYSHYE TSR Prev-
rost (ubyteki pastapid. ' i W

[RTARA SZVBRGSCY REARCIT|w danym momencie jest przyrost produktu
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(lub‘ubytok stezeni ~atu) ., Jaki by nastapii w jednostce czasu.

gdyby szybko$< reakcjii w tym czasie byla niezmienna. Szybko$é¢ reakcyi
chemicznel jest pochodna steZenia wzgledem czasu.
. dc substratu dc produktu

Va=- -4 —

dt dat

GDY SUBSTRAT STANOW JEDEN RODZAJ SUBSTANCJA MAMY DO CZYNIEMIA Z ROW-
NANIEM REAKCH [ RZEDU

dc

V-

=k xc
dat
RZEDEM REAKCH NAZYWAMY SUME WK!AMOW POTEGOWYCH. W JAKICH WYSTL-
PUJA STEZENIA W ROWNANU KINETYCZNYM
Gdy stezenie poczatkowe substratu réwna si¢ a, a stezenie substratu
Zmienionego réwna sie X to stg2enie substratu w danej chwili réwna sie
a - x. stezenie substratu po czasie t réwne jest

dx
— =k (A - %)
dt

Aby obliczy¢ stala szybkosci reakcji I rzedu nale2y rdwnanie przed-
stawi¢ w formie:

1 a 2,303 P a
Kk ® —— In - log
t >~ 1 a~x

poniewaz wyraZenie "-_'x- jest stosunkiem stetens, wobec tego wartos¢
stalej k nie zalezy od Jodnostok stezenia. a t!‘l);g_,od..,lgggggl.gm:
kich jest wyrazony czas (uk ) wzglednie (min °).

Wykres zaleznosci log -—- od L w reakcjach I rzedu jest linia

prosta.

log.3__




ENZYMY - BLDOWA, STONOSTXE, &I 090K

Gdy w readkcii zmieniaja sie stefenia dwdch substratéw zach:idzi
REAKCJA I RzZEDU

dc dc
R e W R I
at dat

Jez2eli poczatkowe stezenie substratéw A i B wynosza a i b, -zas x wy-
raza 1l04<¢ przeksztaiconych substratéw, wédwczas

_5;- o k (a=x)C(b=x)

K = 1 in bla-x) _ 2,303 log bl a=x)
tCa-bd a(b=x) tCa~b) alb=-x)
gdy a = b wowczas
dx
= k Ca-x0®
dt
1 x
K & e ,
t ala=-xd

W reakcyi Il rzedu staia szybko$ci reakcii zaleZy od jednostek ste—
*eD1a 1 czasu (mo1~! mn~1).

Gdy schn nie .zalezy od steZenia substratu. -a jest
xre-4lana pr.-ez jaki$¢ inny czynnik inamy do czynienia z REAKCUA
ZEROWEGO RZEDU. RSwnanie rézniczkowe wyrazajace te reakcje ma postac:
dse
— .

dat

w »adku reakcji enzymatyc:

< x
= k (E)

dt
wzybkosc poczatkowa reakcii lest plezaleina od rzedu-remkcij. Po-
caj)e oha przyrost produkwv Jaki uzyskano by w dowolnym czasie. gdyby

ntezenie subst tu nie ulegaio zmianie i byio rdwne stezeniu poczatko-
weému
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-
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7.72 WPLYW STEZENSA SUBSTRATU
Przy statym stezeniu .enzymu, a Frzy zmieniajacym Sie steZeniu
(wzrodcie) substratu szybkos¢ reakcil ro®nie 1 oslaja wartosé moksy-

malna.

k k

+1 2
E+S8S T ES (" E P
k_, Iz__e

k,......- stale szybkosci

V‘ = kﬂ (EILS)

Vz - k_‘ (ES)

Vs - k‘a (ES)

V‘ - k__z {EJIP)

Kompleks [ES) tworzy sie z szybkodcia V‘ + V.. arozktada =z sazvb
kodcia vz * va.
¥ stanie rownowagi:

V‘QV‘-VZQVJ

Na poczatku reakc)i stedenie produktu (P} jest tak mate, 24 molemy
je pominac.

Szybkodd reakcii zale?y od stefenia ko lekny (ES) 1 poyikodel jega
rozki adu.
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Stala rownowagi ukladu wynosi:

kg * ke [EI(S]

K" - - (1)
k.o . (kESl

i ma nazwe ALEJ MI ISA - N
Po przeksztaiceniu réwnania mozna wyznaczy<¢ stezenie kompleksu ES
w stanie réwnowagi dynamicznej rozwiazujac réwnanie wzgledem [ES)

(ENIS] e

KN+ISI

Poniewaz poczatkowa szybkos$¢ reakcji enzymatycznej Y jest propor-
cjonalna do stezenia komplek_éﬁ‘fﬁgié;;_z?;i‘;aé v = k,[ES) (3)

JeZeli steZenie substratu jest tak wysokie, Ze wszystkie czastecz-—
ki enzymu w ukiadzie wystepuja w postaci kompleksu (ES], to zostaje
osiagnieta szybko$< maksymalna an zgodnie z wyrazZeniem

(ES) = (2)

V_x - ka (E) (4)

w ktérym [E] jest caitkowitym stezeniem enzymu. JeZeli zastapimy wyra-
2enie [ES] w rdwnaniu 3 jego warto€¢ z réwnania 2

[EILS)

K" + [S]

Dzielac to réwnanie przez réwnanie 4 otrzymujemy

V ek (5)

2

(EILS)
k
\'4 2K, + 35
- (6)
— ka (E]
rozwiazujac je wzgledem V uzyskamy
A\ (s}
MR X
Vs (7)

K"O(SI

Jest to[ROWNANIE MICHAELISA-MENTEN] okres&la ono ilo$ciowa zaleznosd

miedzy szybko$cia reakcji enzymatycznej a steZeniem substratu, jezeli

znane sa wartosci V-.x i KI('
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Réwnanie to mozna napisaé w postaci (V—x- V)/Kn + [S] =V 4 lc“.
Przy niewielkich steZeniach substratu, kiedy [S] jest znacznie mniej-—
sze niz Kn V = (S] V"x /K" : oznacza to, 2e szybko$< reakcji jest
wprost proporcjonalna do stezenia substratu.

Przy duzych stezeniach substratu, kiedy (S) jest duZo wieksze od Kll
Ve V..x. co oznacza, 2e szybko$é jest maksymalna, niezalezna od ste-
2enia substratu. Znaczenie K- wynika z réwnania (7)., kiedy [S) = K)l

v
MAX
z .
. Stad K, jest rdwne steZeniu substratu (w mol/l), dla ktérego szybkosc
reakcji osiaga polowe szybkodci maksymalnej (przy staiym steZeniu en-
zymu) .

wtedy Vs (8)

vn

A 4

Podana metoda oznaczania 'Sl jest kiopotliwa i nie daje czesto odpo-

wiedzi czy zostata osiagnieta szybko$¢ maksymalna (V_x) . Sporzadza

sie wiec zazwyczaj wykres wg. réwnania[LINEWEAVERA-BURKA] ktére jest

przeksztatceniem wzoru Michaelisa-Menten do postaci liniowej.

1 ="

— - (] @
v (s}

L



— - ¢ ) .
v [s) v
1 1 ‘l 1

foventis g . (9)
v v V..x (S}

Wartos¢ Ky/V . (a) i 1/V__ = (b) sa wielkofciami staiymi, stad za-
leznos¢ 1/V od 1/(S] jest LINIA PROSTA.

e 3

1
v

W uktadzie wspoirzednych wartosé 1/V  odk:ada sie na osi rzednych,
a warto$¢ 1,/(S] na osi odcietych, wéczas réwnanie (9) daje linie pro-
sta Ktdrej nachylenie okresla sie jako stosunek KM/Vmax' ktdéra vprzeci-
na o$ rzednych w punkcie wyznaczajacym l/vmax' a o$ odcietych w pun-—
kcie --l/KM.
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© 7.73. Wreyw STEZENIA ENZYMU

[ Szybko#l reakcii zaledy od steZenia enzymu Evlko wiedy, adv stede-
Szybkosé reakcii jest wéwczas proporcjonalna do stezenia erizymu
[E] i statej szybkosci reakcji CIO; V__ = K [E). Wpiyw stetenia enzymu

na szybko$¢ reakcji przy 2 régnych stezeniach substratu:

i

W

1]

a) Enzym wysycony substratem
b) Enzym nie wysycony substratem

7.74. WPLYW NADMARU PRODUKTOW LUB SUBSTRATOW

imi | oW moze by zynnikiem hamujacym| Jesli stezenie
enzymu jest state, to ze wzrostem stezenia substr&tu rosnie szybkosdc,

az do szybkos$ci granicznej. Przy dalszym zwiekszeniu. steZenia substra-

tu, szybko$¢ jego przen.any moZe sie obniza¢. Przy pewnym steZeniu

substratu cata pow.srzchnia czynna enzymu jest nim wysycona i dalsze

zwigkszenie steZenia substratu nie wpiywa na przysépieszenie procesu,

odwrotnie padmierne ilo$ci substratu moga utrudnia¢ odpiyw produktéw
reakcji, »

Nadmierne nagromadzenie sie produktdw reakcii moze by<¢ nie tylko
[:;;nnikiem hamujacym, ale czynnikiem kontrolujacym jej przabieg.l
Szczegdlnie ma to miejsce gdy probukt jednej reakcji jest substratem
dla nastepnej reakcii. Woéwczas nastepuje samoregulacja catego szeregu
proceséw, uzalezniona zapotrzebowaniem na produkt koficowy, badz ktdrys
2z podrednich produkréw reakcji.

admi a sybstra
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4. WPLW TEMPERATURY

Ze wzrostem temperatury zwieksza sie sSzybxos< reakc)i enzymatycz-
nej. Po osiagnieciu-pewnego optimum w danych warunkach szybkos$¢ reak-

cji zaczyna opadad¢ w nastepstwie denaturacji cieplnej enzymu.

Wiekszos< enzymdw traci niodwracalnie aktywnos$é po przekroczeniu
temperatury 850 W zakresie temperatur, w ktorych denaturacja enzymu
Jjest praktycznie nieistotna, a wiec do okolo 37OC, podniesienie tem—
peratury o QOQ zwigksza szybkos<¢ reakcji okoio 2 — krotnie ‘Qw) i

ZaleZnos<¢ pomiedzy szybkoscia reakcji i temperatura okresla [ROWNA-

NIE ARRHENIUSA| Wyraza ono energie aktywacji okreslona na podstawvie
réznych predkodci reakcji w réznych temperaturach.

k2 E‘(TZ-TI)
1n =
l:1 R . '!'1 . T2
k E_CT,-T,)
2,508 . T secs = aoma
kl R . T1 . 1‘2
"a
2,303 1g -E;-- . R. 'l‘1 . T2
stad E. =
1‘a - T‘
gdzie k1 i kz ~ stale szybkosci reakcji w temp. T1 s ¢ T2
E. - energia aktywacji w J/mol
R - stala gazowa = 8,310 JAmol x K
T1 i TZ - temperatura pomiarow w skali Kelvina

Stezenie enzymu jest staie podczas przebiegu reakcji w dwéch réz-—
nych temperaturach, zmiany w szybko$ci reakcji zalezZa od zmian warto-
$ci k. zamiast wiec wartosci stalych kl i k2 wyznacza sie dwie szyb-

iV

kos$cil maksymalne dla dwédch réznych temperatur: 2max’

¥ 1max
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7.76. Wervw PH

Czynnikiem silnie wpiywajacym na aktywnogé enzymu jest steZenie jo-
néw wodorowych. Przebieg krzywej wyrazajacej wpiyw pH na dziatanie en-—
zymu zalezy od wielu czynnikéw:

1/ Z2miana pH srodowiska zmienia stan zjonizowania grup czynnych i la-
dunek calej czasteczki biakka.

2/ Jezeli substrat jest obdarzony tadunkiem, to powinowactwo jego roz-
nych form jonowych do enzymu bodilo inne.

3/ Przeksztalcenie kompleksu enzym-substrat i kompleksu enzym-produkt
moze zachodzic¢ tylko przy okreslonym stanie zjonizowania kompleksu.

4/ W niektorych reakcjach enzymatycznych jony wodorowe lub wodorotle-
nowe. moga bezposrednio uczestniczyc w reakcji -~ zwtaszcza w reak-
cjach oksydacyjno-redukcyjnych.

5/ pH wywiera wplyw na stabilnos¢ enzymu; szybkosc denaturacji { in-
aktywac ji enzymu zalezy od pH.
Dla kazdego enzymu istnieje optymalne dla jego dziatania pH np. dla
PEPSYNY pH 2; DEKARBOKSYLAZY GLUTAMINOWEJ pH 6; a oa~AMYLAZY SLINO-
WEJ pH okoio 7. "

7.7.7. WPLYW AKTYWATOROW

Réznego rodzaju aktywatory nie biorace udziatu w reakcji katality-

cznej uczynniaja enzymy lub zwiekszaja ich aktywno$¢. MOZNA JE UJAC W
3 GRUPY:
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A/ JONY NIEKTORYCH METALI NAJUCZESCEJ DWUWARTOSCIOWYCH

Dla niektdrych enzyméw metale sa niezbedne dla wytworzenia wiaza-
nia miedzy enzymem a substratem lub miedzy enzymem, koenzymem i sub-
stratem. W innych enzymach metal stanowi istotna czesé skiadowa cen-
trum katalitycznego enzymu, ktéry bez niego jest nieczynny. Jest to
typowa funkcja metalu jako koenzymu np. w enzymach przenoszacych ele-
ktrony. Enzymy sa aktywne przez jony: v!g:E_ Cfosforylazy, fosfatazy,
fosfokinazy, syntetazy)L,Zg:E_(anhydraza weglanowa, dipeptydaza glicy-
lo-leucynowa, dehydrogenaza mleczanowa, dehydrogenaza alkoholowa ora=
proteazy’ ._“‘I(x):?__(peplydazy. arginazal, _Ci_ Clipazy, dehydrogenaza
bursztyntaﬁc;m. niektdre proteazy),_sg:_a Coksydazy>.

[ANIORYmaja maiy wpiyw na aktywnos$¢ enzyméw. Wyjatkiem jest o- AMY-
LAZA SLINOWA aktywowana jonami chlorkowymi .

B/ ZIwiAZKI WIELKOCZASTECZKOWE O CHARAKTERZE BIAEKOWYM

Dziatajace przez odmaskowanie grup czynnych enzymu (patrz wyZej

pPreenzymy) .

C/ DROBNOCZASTECZKOWE POLACZENIA ORGANICZNE

psuwa;ace wpiyw zwiazk i i i np. utlenignie grup--=SH en-

zymu bardzo czesto prowadza do utraty jego aktywnoéci. Odtwarza je do-
danie CYST E INY. ZREDUKOWANEGO GLUTATIONU CZY MERKAPTOETANOQLU. wskutek
redukcji ugrupowania - S-S- do -SH.

Podkres1i¢ nalezy, Ze aktywacja gnzymu poprzez odpowiedni aktywa-
tor jest procesem zupeitnie roznym od aktywacji substratu przez czynny
enzym ktéra polega na jego poiaczeniu z centrum katalitycznym enzymu.

7.78. WPLYW INHIBITOROW

INHIBITORAMI ENZYMOW NAZYWAMY TAKIE SUBSTANCJE, KTORE OBNIZAJA CZY
TEZ CALKOWICIE ZNOSZA ICH AKTYWNOSC.
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Jednym z czynnikéw regulacji reakcji enzymatycznych jest zjawisko
hamowania enzyméw pod wpiywem swoistych skitadnikéw komédrkowych.

Z uwagi na fakt, Ze pod wzgledem odwracalno$ci zjawisko to moze
mie¢ dwojaki charakter, wyréZnia sie odpowiednio dwa typy inhibiciji
enzyméw; tj. typ [NIEODWRACALNY ]i [ODWRACALNY ]

[ITnhibIcja NIEODWRACALNA]polega zazwyczaj na destrukcii lub modyfi-
kacji jednej lub kilku grup funkcyjnych enzymu.

Natomiast [Inhibic je ODWRACALNA]moZna ilogsciowo analizowaé zgodnie
zzatoZzeniem Michaelisa — Menten. Znane sa dwa gidéwne typy inhibicji

odwracalnej: inhibicja[KOMPETYCYJNA]i [NIEKOMPETYCYJNA. |

Odwrdécenie, czyli cofniecie inhibicji kgggetycyjnej moz2na osj_ggnaé

zwigﬁszgjgg stezenia subgtratu, podczas gdy w wypadku fnhimii nie-
kompetycyinej steZenie substratu nie wywiera wpiywu na szybkogé reak-
cji.

A/  INHIBICUA KOMPETYCYJNA

[TohibItory KOMPETYCYJINE lwykazuja analogie strukturalna do substratu
i konkuruja z nim o centrum katalityczne enzymu, spowodowane brakiem
absolutnej specyficznog$ci grup czynnych tego centrum w stosunku do
substratu.

Innymi stowy, wiazanie substratu i inhibitora Xompetycyjnego wzaje—

mnie sig wykluczaia. Inphibitor Kompetycyjny zmniejsza szybkos¢ katali-
zy przez zmniejszanie liczby czastek enzxgu,Aﬂazm substrat . )

Przyk: adem jest hamowanie dehydrogenazy bursztynianowej przez kwas
malonowy.Dehydrogenaza ta przeksztaica kwas bursztyndwy w kwas fuma-—

rowy w mysl reakcji:

COOH COOH INHIBITORY DEHYDROGENAZY
I é BURSZTYNI ANOWEJ
CHy DEHYDROGENAZA IH oo
CHa BURSZTYNI ANOWA CH (!Ha
' ¢
COOH F F. OOH (':OOH

Kw. bur szt ynowy Kw. f umarowy Kw, mal onowy
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COOH COOH

oo L

Kw. szczawiowy J_.
OOH

Kw. szczawiooctowy
Poza malonianem, jukp inhibitory kompetycyine dehydrogenazy bur-

sztynianowej moga réwniez dziataé inne dwukarboksylowe kwasy. w kté—
rych istnieje odpowiednia odlegiod¢ pomiedzy obydwiema grupami anio-—

nowymi .
Przykiad fizjologicznie waznej inhibicji kompetycyinej wystepuje w
reakcji tworzenia 2.3-difosfoglicerynianu ~.3-DPG) z 1,3-difosfogli-

cerynianu. DIFOSFOGLICEROMUTAZA, enzym kata.izujacy te reakcje izo-
meryzacji, podlega inhibicji kompetycyjnej przez 2,3-DPG nawetf Przy
matym jego stezeniu. :

Analizujac wyzej przedstawione przyktady i wiele innych wywniosko-
wano, %e inhibitor kémpetycyjny (I) reaguje odwracalnie z enzymem (E)
w miejscu wiasciwym dla wiazania substratu dajac kompleks EI.

(EILY}

(EX}

El + S e———ES + I

Gdzie [ I 1 3 - stefeniem inhibitora, a KA stata dysocjacji kom—
pleksu enzym—inhibitor.

Kompetycyiny charakter inhibicji najtatwiej stwierdzi¢ stosujac
wykres Lineweavera—-Burka tj. odkitadajac wartosci —é—- do r’gr Przy
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zmiennych stezeniach inhibitora. Uzyskuje si¢ wéwczas ng wykresie
linie proste o réZnym nachyleniu, ktére krzyzuja sie we wspdinym miej-
scu przeciecia osi 1V

Innymi siowy w obecno$ci inhibitora kompetycyjnego nie ulega zmia-
nie V"x: bez wzgledu bowiem na gstezenie inhibitora, mozna zawsze do-
bra¢ odpowiednio wysokie stezenie substratu, przy ktérym aktiywnogd-
enzymu moze by< w peini przywrécona.

W obecno$ci inhibitora kompetycyjnego kinetyke enzymu opisuje réw-
nanie:

K
1 1 m [99) 1
' - - * - 1+ 4 ) C b
max max i

W obecno$ci inhibitora kompetycyjinego nachylenie wykresu zwieksz2
sie o czynnik (1 + 'V’K.l) ’

B/ 1NHIBICUA NIEKOMPETYCYJNA

: !MHEKWWJNU;MM1MMAM
wiazac gsie 2z czasteczka enzymu. Inhibitor moze wiaza¢é gie 2z wolnym
enzymem lub kompleksem ES, badZ te2 z jednym i drugim.

E+I ——— EI
paam—.

ES + I ——— ESI
Oznacza to, 2e ich mieisca wiazania nie zachodza na giebie. Zardwno
forma El jak i ES1 sa nieaktywne.
Niekompetycyiny charakter inhibicji moZzna najiatwiej stwierdzi¢ na
podstawie wykresu Lineweavera-Burka dotyczacego zaleznosci "17" od rlsr
Przy réznych stezeniach inhibitora. W inhibicji niekompetycyjnej uzys-—
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kane proste réznia sio hachyleniem. lecz nie przecinaja osi -%— we
wspSlnym punkcie.

Dla reakcji hamowanych, odpowiednie odcinki na osi + staja sie
wieksze niz dla reakcji niehamowanej. Oznacza to, Ze w obecno$ci imnhi-
bitora niekompetycyjnego wartosc V-.x ulega zmniejszeniu, bez wzgledu

na mejxﬁnigﬂsubsfratu. Natomiast wartosc K_  nie
= e » - PR e e —————— AP
ulega zmianie w obog%glk_i_{ghlbitora niekompet ycy jnego.

“Naj czestszym przypadkiem inhibicii niekompetyéyinej jest odwracalne
wiazanie sie niektdrych odczynnikéw z grupami -SH reszt cysteinowych,
ktére maja istotne znaczenie dla aktywnos$ci katalitycznej niektdrych
eNnZymdw . Zat&xgx_iony metali ciezkich (Cu+2, Hg+2. Ag_+2)-powodﬁja inhi-

bicje pewnych enzymdw tworzac z ich.grupami —SH merkaptydy: w reakcji

tej szybko ustala sie.stan réwnowaci pomiedzy ilos$cia enzyvmu w formie
merkaptydowej 1 wolnymi jonami metalu.

E-SH +Ag — E~S - Ag + H

W przypadku enzymdw wspéidziatajacych z jonami metali, inhibicje
niekompetycyina moga spowodowad czynniki zdolne do wiazania sie z tym
niezbednym dla enzymu metalem. Tak wiec cyjanki sa inhibitorami
enzyméw zaletnych od Fe'? lub Fe'>: tworza nieaktywne kompleksy
podobne do %elazi- lub Zelazocyjankéw. Czynniki chelatujace takie jak
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etylenodiaminotetraoctan (EDTA) wiaza odwracalnie Hg*z i irne kationy
dwuwarto$ciowe, hamujac w ten sposSb enzymy, dla ktérych te jony sa
niezbedne. )

‘C/ InuBICJA NEEODWRACALNA

[INHIBICJE: kompetycyjna 1 niekompetycyjna] podlegaja zaleznosci

~ Michaelisa - Mentena, poniewaz przyjmuje sie, 2e jinhibitor iaczy sie
odwracalnie z enzymem.
Zalezno§¢ y;gh l;sa-Hgggg na nie g ze byé g&gggggg_ w odniesieniu
{do inhibi i wraca

Dziatanie niektérych inhibitoréw tego typu polega na "uszkodzeniu”
czasteczki enzymu w wyniku chemicznej modyfikacji jej struktury. Tak
zmodyf ikowany enzym jest jeszcze aktywny., ale szybkos$¢ jego dziatania

~ulega zmniejszeniu.

'gednxg z dobrze poznanych przykiadéw inhibicji nieodwracalnej jest
inhibicja powodowana przez czynniki alkilujace jak np. ODO D
ktéry moze nieodwracalnie wiazaé niezbedne dla aktywnosci enzymu
grupy ~SH.

E - SH + JCHZCONH2 —s E - § - CHZCONH2 + HI

Inpnym nieodwracalnie dziatajacym inhibitorem jest diizopropylofiu-
orofosforan, oznaczany w skrdécie DFP. Inhibitor ten nalezy do grupy
toksycznych zwiazkdw fosforoorganicznych, zwanych czesto truciznami
ukiadu nerwowego, goniewaz taczac sie z esteraza acetylocholinowa ina-
ktywuja ten enzym uczestniczacy w funkcjonowaniu centralnego ukiadu
nerwowego. (Niektdre ze zwiazkdw fosforocorganicznych stosowane sa jako
insektycydy). DFP jest inhibitorem nie tylko esterazy cholinmow:»j, ale
rowniez innych enzymow zawierajacych w centrum aktywnym reszte serymno~

wa; inhibitor ten iaczy sie z grupa hydroksylowa geryny tworzac kowa=
lencyina pochodna enzymu.
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(CHp, -G -0 0 ‘92
7 P AN
(CH3)a - CH - O . F + HF
. Enzy‘ - cﬂa - QO - i = O
DFP (CH3)2 - CH -

C kw. diizopropylofluor-

fosforanpwy b

ENZYMAMI ZAWIERAJACYMI w centrum aktywnym seryne i inhibowanymi
vrzwz DFP sa poza cholinoesteraza: trypsyna, chymotrypsyna, trombina,

reatopeptydaza E, fosfoglukomutaza, fosforylaza. Inhibicja powo-
~ana przez DFP jesﬂ nieodwracalna, gdyz powstajaca pochodna trzecio-—

3

o

rzeZowego estru fosforanowego jest zwiazkiem trwaiym i nie ulega tatwo
‘crelizie.

D/ InHBICUA ALLOSTERYCZNA

[ENZYMY OLIGOMERYCZNE ] (zbudowane 2 podjednostek) oprdécz centrum
sa-talitycznego wiazacego substrat, maja takze centra allosteryczne -
a_wiazace efektory dodatnie.dub.ujemne. [Efektor ujemny|pd przy-
ra-zeniu do centrum allosterycznego wywoiuje zmiane struktury czaste-
czv .. ograniczajac dostep substratu do centrum katalitycznego. - Wyraza-

to W zmniejszeniu powinowactwa enzymu do substratu.

[frektor dodatnd] przytaczony do centrum regulacyjnego powoduje

zizuznyv w strukturze czasteczki énzymu utatwiajace dostep substratu
centrum katalitycznego, a manifestuje sie to wzrostem powinowactwa

=nzvmu do substratu.

7.8. LOKALIZACJA ENZYMOW W ORGANELLACH KOMORKOWYCH

1. kJADRO KOMORKOWE I JADERKO|
- Polimeraza DNA

- Polimeraza RNA , DNA zalezna
- Ligazy
- Endonukleazy
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2. ilﬂTOCHO‘DRIA' )

- Syntetazy acylo-CoA

~ Kinaza adenylowa 5
~ Dehydrogenaza o—-ketokwasow 3 'T
-.Syntetaza cytrynianowa

~ Dehydrogenaza jabkczanowa

‘- Hydrataza cis-akonitanowa

- Deliydrogenaza glutaminianowa

3.  LIZ0SOMY 2
~ Fosfataza kwasna
- fi~glukuronidaza
- RNA-aza
- DNA-aza
- Katepsyny
- Sulfataza

.
- Aminotransferaza AspAT 1 ALAT
-.Dohydrogomza mleczanowa )
- Aldolaza 1, 6-difosfruktozowa
~ Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa
-~ Transferaza malonylowa

- Karboksylaza acetylo-CoA

- Dezaminaza adenozyny

5. |APARAT GOLDIEGO]
- Pirofosfataza tiaminowa
- Enzymy syntetyzujace mukopolisacharydy i glikoproteiny

6. [SIATECZXA ENDOPLAZMATYCZNA|
- Tiolaza .
- Kinaza mewalonianowa
- Syntetaza geranylopirofosforanowa

- Syntetaza farnezylopirofosforanowa
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- Syntetaza skwalenowa
- Acetylotransferaza monoacyloglicerynowa
- Transferaza peptydylowa

- Translokaza

7. [PEROKSYZOMY|
- Oksydaza moczanowa
- Oksydaza L i D aminokwasow
- Katalaza

Poszczegélne enzymy sa sScigle zwiazane z okreslonymi strukturami, z
ktérymi tworza morfologiczno = funkcjonalna caio$é. Niektdre enzymy

wystepuja jednoczesnie w réznych strukturach komérkowych. Wiele z nich

wykrywa sie w surowicy Krwi, co jest spowodowane przepuszczalnoscia
bion pewnych komdérek dla enzyméw lub ich- uwalnianiem z komdérek obumie-—
rajacych. W pewnych chorobach aktywnos$é enzymdéw surowicy zwigksza sie
.2 powodu uszkodzenia lub martwicy komérek, zwiekszenia stezenia biatka
enzymatycznego w tkankach (nowotwory) 1lub upogledzonego wydalania en-—
zyméw przez nerki albo watrobe.

79. ENZYMY SUROWICY KRW
791 ENZYMY SEKRECYJINE

Enzymy sekrecyjne ga syntetyzowane gidéwnie w watrobie, a nastepnie
wydzielane do krwi. Normalnie obecne sa w surowicy krwi, ich brak
$wiadczy o zaburzeniach syntezy biaika. Do tej grupy naleza m.in.:
[ESTERAZA CHOLINOWA] (ChE) , [CERULOPLAZMINA] (Crpl), 211 (Pg) .
[CZYNNIKI KRZEPNIECTA] (CF) .

7.92. ENZYMY WSKAZNIKOWE

Enzymy wskaznikowe (indykatorowe) nie wystepuja w prawidiowej suro-
wicy krwi lub aktywnos$¢ ich jest nie wielka. Przy uszkodzeniu komérek
dostaja sie do krwi, co wskazuje na zwiekszenie przepuszczalnosci bion
komérkowych lub martwice komérek. Enzymy tej grupy moga byé
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a/INARZADowo SWOISTEInp. dla watroby enzymy cyklu mocznikowego:

' TRANSFERAZA ORNITYNO -~ KARBAMYLOWA (OCT), ARGINAZA (ARG),
poza tym: DEHYDROGENAZA ALKOHOLOWA (ADH), DEHYDROGENAZA
SORBITOLOWA (SDH), ALDOLAZA FRUKTOZO-1-~FOSFORANOWA (FMPA)
oraz ALDOLAZA ?RUKTOBO—!,6-DIFOSFORANOWA (FDPA) .

b/ |[NARZADOWO NIESPECYFICZNE |
np.enzymy cyklu glikolitycznego: HEKSOKINAZA (HK), FOSFO-
HEKSOIZOMERAZA (PHI), KINAZA PIROGRONIANOWA (PK), DEHYDRO-
GENAZA MLECZANOWA (LDH) . énzxgx cyklu Krebsa: DEHYDROGENAZA
IZOCYTRYNIANOWA (ICD), DEHYDROGENAZA JABLCZANOWA (MDH),
FUMARAZA = HYDRATAZA FUMARANOWA (FUM) .
Enzymy cyklu pentozo-fosforanowego: DEHYDROGENAZA GLUKO-
Z0-6-FOSFORANOWA (G-6—-PDH); TRANSKETOLAZA (TK). Poza tym
enzymy przemiany biatkowej: AMINOTRANSFERAZA ASPARAGINIANOWA
(AspAT) , AMINOTRANSFERAZA ALANINOWA (A1AT), DEHYDROGENAZA
GLUTAMINIANOWA (GLDH), AMINOPEPTYDAZA LEUCYNOWA (LAP),
7=GLUTAMYLOTRANSPEPTYDAZA (GGTP) .
Enzymy przemiany purynowej: DEZAMINAZA ADENOZYNOWA (ADA)
GUANAZA (GH) , OKSYDAZA KSANTYNOWA (OX) .

793 ENZYMY EKSKRECYJNE

Enzymy ekskrecyine prawidiowo wystepuja w niewielkich ilogciach w
surowicy krwi. Sa to enzymy wydalane z ustroju w réznych wydzielinach
(trzustki, gruczoiu krokowego)., a we krwi pojawiajace sie W razie
przeszkéd w odpitywie np. 28ici, soku trzustkowego, wydzieliny gruczo-
tu krokowego.

W enzymologicznej diagnostyce laboratoryjnej wykorzystuje sig rdéw-
niez obraz izoenzymograficzny. Na podstawie zachowania gsig IZOENZYMOW
mozna okresli¢ rodzaj uszkodzonego narzadu lub wykluczy¢ igtnieme
tego uszkodzenia.
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7.9.4. PRAWIDLOWE WARTOSCI AKTYWNOSCI NIEKTORYCH ENZYMOW 0SOCZA
(SUROWICY) KRWI W U/L. NKAT/L

(cyt.

za Pawelski s.,

May S.:
badan diagnostcznych w medycynie wewnetrzne)
1981r.

str.169)

"Normy i kliniczna interpretacja

" PZWL, Warszawa.

NUMER

E.C.

NAZWA POTOCZNA

enzymu (skrot)

WARTOSCI PRAWI -

DLOWE

nkats1; U/l

WARTOSCI NIEPRAWIDLOWE

P: podwyzszone,
Oz obni zone

1.1.1.8.

Dehydrogenaza
gliceryno-3-fos-
foranowa (GDHD

2,7 (1,6-6,6)
45 (27-110

P:ostre zapalenie wa-
troby (wirusowe i tok-
syczne)

1.2.1.12

Dehydrogenaza
gliceraldehy-
dofosforanowa

4,3 €0, 2-4,0)
70 (3-67)

P:ostre zapalenie wa-
troby

1.1.1.27

Dehydrogenaza
ml eczanowa(LDHD

1402200 70-360>

2300%300¢1100-
-5000)

P:zawai miednia serco-
wego LDH-1,LDH-2,
ostre zapalenie wa-
troby (LDH-4,LDH-5),
przewlekie zapalenie
watroby (LDH-1,LDH-5)
marskos< watroby
(LDH-3), zawat piuc
(LDH-5) , niedokrwis-
tos¢ hemolityczna i
megaloblastyczna. mo-
nonuk leoza zakazZna,
czerwienica prawdziwa
osteomieloskleroza,
dystrofia miesniowa,
nowotwory ziofliwe
(LDH-3), zapalenie
kiebkowe nerek, za-
trucia alkoholowe

Dehydrogenaza
a~hydroksymasla-

nowa C(HBDH)

77 - 36

13002600

P: zawat miegnia serca,
niedokrwistos¢ megalo-

blastyczna, niedokrwis—
tog¢ci hemolityczne,os—

tre biataczki,nowotwo-
ry zioslwe, postepuja-
ca dystrofia miesniowa
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1.1.1.14 Dehydrogenaza 0,08 (0-3,0) P:ostre zapalenie wa-
sorbitolowa 2 C0-50) ‘troby (wirusowe, tok-—
(SDHD> * syczne) uszkodzenie
watroby
1.1.1.49 Dehydrogenaza 1,4 €0,5-2,5 P:zawal mie$nia serca
' glukozo-6-fos- 23 (8-40> O:schizofrenia
foranowa
(G-6-PG)
1.1.1.44 Dehydrogenaza 2,5-1,0 P:wirusowe zapalenie
6~-fosfogl uko- (O’Zi"O) watroby, przerzuty raka
nianowa (6-~-PGD) 40-20 do watroby,niedokrwis—
€20-70) tosci megaloblastyczne
1.1.1.42 Dehydrogenaza 3,8 (1,0-8,0) |P:wirusowe zapalenie
izocytrynianowa 60 (20-140) watroby,marsko$¢ wa—
CICDHD troby, przerzuty raka
do watroby, zatrucie
ciazowe
1.1.1.37 Dehydrogenaza 24,014,0 P:zapalenie watroby,
jabtczanowa 400-60 nadczynnos$é tarczycy,
C200~800> zawat serca, zapale-
CMDHD 5 R :
nie miesni
1.2.1.12 Dehydrogenaza 7,1 (1,0-11,2) |P:ostre zapalenie wa-~
. triozofosfora~ 120 (20-200) troby, mononukleoza,
nowotwory
nowa (GAPDHD
1.2.3.2 Oksydaza ksanty- 0, 0005 P:uszkodzenie watroby
nowa 0,2 pkat )
1.6.4.2 | Reduktaza ia-| 19¥7 (5-3% P:ostre zapalenie wa-
. + troby, nowctwory,
vionows 0k 210130 biataczki, niedokrwi-
(80-600) stos¢< hemolityczna,
marskosd¢ watroby
1.4.1.3 Dehydrogenaza 1,0 €0,5-1,5) |P:ostre wirusowe zapa-
iglutationowa 17 (8-25) lenie watroby,2déitacz-
CGLDHD ka zastoinowa,marskosd

watroby.dystrofia mig-
4ni

12
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Ceruloplazmina

20-45
330-750

P:ciaza,praca fizyczna,
-ostre zapalenie watro-
by marskoéé¢ watroby,
nowotwory, choroby za-
kazne,biataczki,ziar-
nica z:tofliwa, choroba
Parkinsona, cukrzyca,
niedokrwistos$¢ z nie-
doboru Zelaza, zawai
serca,schizofrenia
Ochoroba Wilsona,zes-
pét nerczycowy,sprue,
kwashiorkor

2.1.3.3

Karbamoilo-
transferaza
ornitynowa

CoCT

0-0, 4
0-7

P: wirusowe zapalenie
watroby, 24ktaczka me-—
chaniczna,rak watroby,
zawa: serca,zabiegi
operacyjine,radiotera—
pia, ciaza, wysitek
fizyczny

2.2.1.1

Transketolaza

0,3 €0,17-0, 6
5 (3-10

P: zapalenie watroby
ostre,mocznica,biata-

czki, zapalenie ptuc

r-glutamylo~-
transpetydaza
(GGTP)

2,55%1,2 2,0~
-7,5 42220
€30-125)

P:261 taczka mechaniczna
nowotwory pierwotne i
przerzutowe watroby,
wirusowe zapalenie wa-
troby,przewlekie zapa-
lenie watroby,marskos<
watroby.zawat serca,
alkoholizm

13
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2.6.1.1 |Aminotransferaza 12,0 (6, 0-22,0) |P:zawal serca,zapalenie
asparaginowa 200 (100-350) | watroby,hemoliza,ostre
CAsSpATD zapalenie trzustki.
) dystrofia miesniowa
2.6.1.2 | Aminotransferaza | 9,5 (3,0-16,0) ' [P:zapalenie watroby,
alaninowa 160 C50-260) zawal serca
CALAT)
2.7.1.40| Kinaza pirogro- 16, 046, 0 (4, O~ |P: nowotwory
nianowa (PO 50, 00 |Osostre zapalenie
2502110 co0- watroby
830>
2.7.3.2 Kinaza kreaty- 1,010,8 P:zawakt serca,wysilek
nowa CCPIO 1713 fizyczny,zapalenie
mieéni,dystrofie mies-—
niowe
2.7.2.3 Kinaza fosfo- 11,2%3,1 P:biataczki
gliceryniano- 180:50
wa (PGKO
2.7,4.3 Adenylokinaza 8,713,1 P:zawa: serca,choroby
miokinaza (MKO 165:85 miesni
2.7.5.1 Fosfogl ukomu- 9,835, 2 P:nowotwory . niedokrwis-~
taza CPGINM 165ls5 tos¢ megaloblastyczna,
zatrucie tlenkiem weg-
la, choroby watroby A
3.1.1.8 Esteraza cho- 30002500 O:ostre zapalenie wa-
linowa (ChED> C(2500-5500) troby.postepujaca mar-
5000028300 skos$¢ watroby, przerzu-

( 41509-91500)

ty raka do watroéby,za-
trucie owadobdjczymi
$rodkami organofosfo-
rowymi,niedozywienie,
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zawal serca.schizofre—
nia,niedokrwistosé,
‘wrodzony niedobér ChE,
‘ciaza , |
Ps zespéi nerczycowy,
nadczynno$¢ tarczycy,
cukrzyca 2z otyioscia.
myasthenia gravis,sta-

ny lekowe
3.1.1.7 Esteraza acety ' 206 (130-310)
lochal i nowa 3500 C2100-5200)
CAchE)
Lipaza lipopro- 10,1 O:wrodzony niedobdr CF,
teidowa C(CF) 180 miazdzyca
3.1.1.3 | Lipaza trzustko- 78iz20 P:ostre zapalenie trzu-
wa CLpd 13002500 stki, rak trzustki,
wrzéd zotadka,niedroz-
no$¢ jelit, mocznica,
krzywica, po podaniu
morf iny
Fosfataza zasa- 29ls c2s-92> P:ciaza,krzywica,oste-

3.1.3.2

dowa CAP; FO

5002150 400~
100>

omalacja, choroba Page-
ta,choroba Récklinq-
hausena,miesak kos$ci,
Przerzuty nowotwordw
gruczotu krokowego do
kos$ci,ostre zapalenie
watroby, marskosc wa-
troby,2éitaczki zasto-
inowe,zapaienie drég’
26t ciowych '
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O: niedocaynnosd tarcay-—
cy.nerczyca, przedawko-
wanie wit.D, choroba
trzewna,niedobdr wit.C
wrodzony niedobdér,cie—
2kie toksyczne uszko-
dzenie watroﬁy,djetn
bogato biatkowa

3.1.3.2 Fosfataza kwasna P:rak gruczotu krokowe-
CAcP; FIO go z przerzutami do
catkowita 5,8 (802 koéci, nowotwory, za-
oporna na {ormal- 4,285 (700 wat serca, zaKkrzepowe
dehyd zapalenie %yi, zapale-
hamowana przez 1,25 (20 nie watroby, marskosd
winian watroby, choroba reu-
umatyczna, choroba Gau-
chera, choroba Pageta
Oz leczenie estrogenam:,
kaétracja
3.1.3.5 5* —nukleot ydaza 7,0 (2—1,5) .P:zapalenie watroby
, 130 (30-250) ostre i przewlekie,
Z461 taczka zastoinowa,
rak watroby
3.1.3.0 61 ukozo-8-fos - 8 P:ostre zapalenie wa-
fataza 133 ‘troby
3.1.6.1 Arylosulfataza A 516 P:zapalenie trzustki,
10300 -alkoholizm, kwashior-
B 122 kor, mukopolisachary-~
2000 doza I i III
3.2.1.1 a-amylaza 15002615 P:ostre zapalenie
Ca=AND 2s5000t100c0

trzustki, przyusznic,




PRAWIDYOWE

Qliroby.wyréstka roba-
czkowego, pecherzyka

262 ciowego,niedroznosd
jelit,perforacja wrzo-
du trawiennego, po po-
daniu morfiny,sekrety-
ny, niewydolno$é nerek

3.2.1.30| N-acetylo-f3i-glu~- 4,3-17,2 P:marskos$é watroby.
kozamidynaza 70-300 ciaza
CNAGLD
3.2.1.31 f3-glukuronidaza . P:ciaza, ostre zapale-
(3-Grd M: 0,62:0,15 nie watroby, marskosd
103 watroby
8l2 O:niedokrwistos¢,biata~
x: o0, 46%0,12 czki, ciezkie postacie
marskoéci watroby
3.4.1.1 Leucyl ocamino- 1,2-5,4 P:246taczka zastcinowa,
peptydaza (LAP) 20-90 marskosc watroby,ostre
zapalenie trzustki,
ciaza zwiaszcza mnoga
3.4.1.2 |Aryloamidaza CAAp) 27,0 (16-40) P:zapalenie watroby.

450 (250-700)

nowotwory
O:alkoholizm

Angiotensynaza

8-18
130-300

P:wirusowe zapalenie
watroby, 2éttaczka za-—
zastoinowa,marskos$<
watroby,zapalenie kie—
bkowe nerek z nadcis-—
nieniem tetniczym,zwe-—
2enie tetnicy nerko-
wej.ciaza, oporne na

leczenie
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3.4.1.1

Pepsyna

1,72%0, 01
3015

P:wrzdd dwunastnicy

o:résekcza 20t adka,
atrofia btony $£luzowel
20t adka

4.1.2.13

Aldolaza

1-6
10-100

P:postepujaca dystrofia
migéniowa, ostre i
przewleiile zapalenie
miedni,zawat miednia
serca, nowotwory, zapa-
lenie trzustki.cukrzy-
ca.nadczynnoéé tarczy-
cy,niedekrwistodd r.e-
galoblastyczna, ostre

zapalenie watroby

4,2.99.1

3.2.1.
35,30

HialuronidazaCHR)

2, 05%0,17¢?>
203

P:przewlekte zaralenie
watroby

O:nowotwory, biataczki

5.3.1.9

Izome: aza hekso-
zofosforanowa

CPHI)

77244
1100%700

P:ostre zapalenie wa-
troby.biataczki szpa
Yowe , nowotwory,dystro-
fia migsniowa, nerczy-—
ca.nmedokrwistosci me-
galoblastyczne,zatru~
cie ciazowe,zapalenie
trzustki,zapalemie
drég 2dtciowych

5.3.1.1

Izomeraza trio-
‘zofosforanova
CTIM

42,845
7002250

P:biataczki,zawat serca
i pluc.zopalenie trzu
2tki, marskoé$¢ watro
by. zapalenie watrobhy,
postepuiaca dystrofia
mieSniowa.nowétwory




ENZYMY - ZNACZENIE DIAGNOSTYCZRNE

5.3.1.6 |Izomeraza rybozo- 58 ' P:miesak chionny,zapa-
fosforanowa 1000 lenie kiebkowe nerek,
zapalenie watroby

4.2.1.11| Hydrataza fosfo- 10,5%3,3 P:zawai serca.zapalenie
pirogronianowa 250160 watroby,marskosc wa-
' troby, nowotwory

7.95. ZNACZENE DIAGNOSTYCZNE POSZCZEGOLNYCH ENZYMOW
Oznaczenia enzymatyczne znalaziy zastosowanie w diagnostyce chorob.
A/ CHOROBY WATROBY.

W ostrym zapaleniu watroby dochodzi do wzrostu aktywnosci amino-

transferaz (do 1000 U/1). Z reguly aktywnosé¢ AIAT jest wtedy wieksza
niz AspAT. Wskaznik de Ritisa —IRnT
ponizej jedno$ci (najczesciej 0.,6-0,2).

zmniejsza sie do wartosci

WZROSTAKTYWNOSCI ALAT — NAWET BEZ TOWARZYSZACEJS ZOLTACZKI UPOWAZNIA
DO ROZPOZNANIA PROCESU CHOROBOWEGO TOCZACEGO SIE W WATROBIE. W przew-
lekiym zapaleniu watroby aktywnosé aminotransferaz nie jest taka duza
(do 200U/dm3) iak w ostrym zapaleniu. Réwnoczednie zmniejsza sie akty-
wnosc esterazy choljno;ej i stezenie bialtka catkowitego. W zéitaczkach
zastoinowych aktywno$< aminotransferaz jest prawidiowa, natomiast
stwierdza sie WZROST_AKTYVRWD$CI fosfatazy zasadowe ]} (FZD,ahdnopeptyda-
Zzy leucyrniowej (LAP), y»~-glutamylotranspeptyazy (GGTP), dehydrogenazy
glutaminianowej (GLDH). W 2&6itaczkach hemolitycznych zardwno amino-—

transferazy, jak i fosfataza zasadowa sa prawidiowe, WZRASTA natomiast
LDH.

We wrodzonym zapaleniu watroby obserwuje sie najwyz2sze aktywnogci

dehydrogenazy ciutaminianowej GLDH. Przy jednoczesnym oznaczaniu akty-—

- T <
wnos$ci GLDH . transaminaz stosuie sie wspdiczynnik ﬁl:gtsnﬁigil— . Im

jest on mnie) ¢ tym wiekszy Jest stopierd zniszczenia 3 martwicy tkan—

K1 watrobowe: .
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B/ CHOROBY SERCA

Czutym testem dla wykrycia zawaitu serca jest oznaczenie aktywnosci
" kinazy kreatyninowej ¢ CPK) - pewnym ograniczeniem tego testu jest to.
2e jest on podwyzszony tylko w 3 pierwszych dniach zawaiu.
W osoczu ludzkim wystepuja trzy izoenzymy CPK:[WN,][NB] i ([BB]
Przyjmuje sie, %2e jedyna tkanka ludzka zawierajaca izoenzym MB jest
miesienn sercowy. W surowicy ludzkiej obecne sa $ladowe ilosci izoenzy-
mu MB; pojawienie gie go w wigkszej ilosci uwazane jest za pewny do-
wéd matrwicy miesnia sercowego.
[Gamma—gl utamylotranspeptydaza fa&TFT]w poczatkowym okresie zawaiu
nie wykazuje zmian, wzrost aktywno$ci obserwuje sie dopiero poczawszy

od 4 dnia choroby. Maksimum aktywno$ci,przekraczajacej $rednio piecio-—
krotne gérne wartosci spotykane u zdrowych, stwierdza sie w 2-3 tygo-
dniu choroby. Test ten jest czulsza préba niz badanie aktywnosci
ktérej wzrost w zawale serca obserwuje sie w 6-12  godz. od
chwili dokonania sie zawaitu, wartos$ci szczytowe — przekraczajace 2-15
razy wartos$ci prawidiowe w 24-48 godz., a powraca do wartos$ci prawi-
diowych w 4-7 dniu zawaitu. Test ten mimo braku swoisto$ci narzadowej
nalezy do najczestrzych stosowanych w diagnostyce zawaitu serca, bo
wraz z obserwacja kliniczna iatwo pozwala ‘ustalié¢ przyczyny wzrostu
ASPpPAT . .

Oznaczanie aktywnosci[AIAT]jest mniej . przydatne, gdy2z aktywnosdé
wzrasta u mniejszego odsetka chorych. Szczyt aktywnosci obserwuje  sie
w 3 dniu zawaiu, a do normy wraca po upiywie 7 - 14 dni.

Mam_ielé_zémmmhamum«mmm_
1 &w st raznie w szy od 1,0,

W niewydolnos$ci krazenia wskutek niedotlenienia w oby moz2e dojs<
do réwnoczesnego zwiekszenia AspAT i AlAT.
. Aktywnos¢ [LDH]wzrasta w pierwszych 12 - IQ./godz. zawaiu serca;
osiaga szczyt w 2 - 4 dniu zawaiu i stopniowo powraca do normy w 8 -~
14 dniu choroby. Jednak mata swoisto$<¢ tego badania ogranicza jego
wartosc diagnostyczna. Aktywnod< LDH w surowicy ulega podwyZszeniu nie
tylko w zawale serca, .iecz rowniez w niewydolnogci kraZenja, zapale-
niu osierdza, w chorobach watroby, miegni, perg&,'g nowotworach, cho-
robach krwi i po zabiegach kardiochirurgicznych.

120
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'C/ CHOROBY TRZUSTKI

W ZAPALENIACH 1 W MARTWICY TRZUSTKI obserwuje sie wZROST aktywnosci
[cEAMNLAZY|w surowicy i moczu (ok.40 razy) .Wzrost ten moZna zaobserwo-
waé¢ juz w 3 do 6 godzin po wystapieniu ’stanu zapalnego a maksimum
osiaga po 20-30 godz. Stwierdza sie rdéwniez wzrost aktywnosci lipazy ;

proteaz.

D/ NowoTwoRryY

Brak jest swoistego testu enzymatycznego, ktdry pozwalaiby na roz-
poznanie nowotworu W RAKU GRUCZOLU KROKOWEGO stwierdza sie  wzROST
AKTYWNOSCI FosrAfsz KWASNEJ, hamowanej winianem tzw. frakcji ster-
czowej .Wartosci sa szczegdlinie duZe przy przerzutach nowotworu do kos-—
gi. Przerzuty do watroby wywoiuja niewielkiego stopnia wzrost ALAT.

. . ASpAt + ALAT
LDH 1 FOSFATAZY ZASADOWE.. Wspdiczynnik
nowotworowych do watroby jest szczegdlnie niski. Z kolei nowotwory

w przerzutach

watroby charakteryzuja sie znacznym wzrostem akKtywnosci AspAT, DE-
HYDROGENAZY GLUTAMINIANOWEJ (GLDH), FOSFATAZY ZASADOWEJ i LDH, ktéra
osiaga wartosci powyzej 500 U/dm”.

E/ CHOROBY KRWI
W NIEDOKRWISTOSCI ZEOSLIWEJ AKTYWNOSE LDH osiaga 800-8000 Uzdm>. W
niedokrwistosciach hemolitycznych wzrost | DH jest umiarkowany (70-1000
U/dma) . Ze wzgledu na maia swoistos$d tege testu, stwierdzajac duza ak-—

tywnosd |DH nalety wykluczy¢ obecnos$d przerzutdw nowotworowych (do
3000U/dm3) zawatu serca (od 1000U/dm3) ., chordéb watroby (do 2000U/dm3) .

F/ CHOROBY MIESNI SZKIELETOWYCH

Szczegdlna warto$é ma oznaczanie aktywnosci CPK 1 ALDOLAZY W DYS—
TROFIACH MIESNIOWYCH., DP. typu Duchenna i ZAPALENIACH MIESNI Nejwie—
ksze zmiany stwierdza sie zawsze na poczatku choroby w jej ostrej fa-
z1e 1 okresach progresji.
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G/ ENZYMY W TOKSYKOLOGH

RédZne fosforoorganiczne Srodki OWADO- i CHWASTOBOJCZE ga sjiinymi
truciznami takze dla cztowieka w zwiazku z ich hamujacym wpiywem na
esterazy, szczegdlnie esterazy cholinowe — (CHE). W przypadku zatrué
nalezy przede wszystkim oznaczyé aktywnosé CHE.

CZESC PRAKTYCZNA
1. OZNACZANE AKTYWNOSCI HYDROLAZ

11 « —amviaza (EC 3210

c—AMYLAZA | nalety do hydrolaz glikozydowych (KARBOKSYLAZ). Wystepuje
w slinie oraz w soku trzustkowym, stad w czasie zastoju wydzieliny mo-

2e resorbowac¢ sie do krwi, a nasgstepnie przechodzid iatwo do moczu.
a-AMYLAZA Wystepujaca w $wiecie zwierzecym posiada c.cz. 45000. Qpti-
mum dziatania przypada na pH 6 0-7,0. Silnymi aktywatoram); sa jony
[CHLORKOWE] natomiast iphibitorami jony: [JODKOWY, CYTRYNIANOWY, SZCZA-
WIANOWY] oraz[EDTA | '

WZROST aktywnosci amylazy we krwi wiaZze sie =z ostrymi chorobami
trzustki i £linianek. W tych przypadkach réwnieZ w moczu stwierdza sie
wzrost aktywnoscitego enzymu, zakres normy W Surowicy wynosi 100-310
U/dm3 natomiast w moczu wartogci prawidiowe siggaja 130-1500 U/d.ma.
Czesto sa tef stosowane Jednostki WQHLagmruA jest to u_ogc O=AMYLA™
ZY. KTORA W PRZECIAGU 30 MIN. W TEMP. 37 C Rozxt.ADA 1 M@ SKROBIL war-
togci m;_q_L_ _l_g Bsurowicy m_g od 15-30 Jed WOHLGENMUTHA a dla
moczu do 4OJ W., w soku trzustkowym 5_00—151)0 d. W

Rys. Dziatanie a-amylazy
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< 21 DZNACZANIE AKTYWNOSC! a~AMYLAZY W OSOCZU
Py METODA WOLGHEMUTHA.

ZASADA METODY: o—amylaza hydrolizuje skrobie d o_produktu nie ¢ daJA-
cego reakcii barwnej z jodem. Stopiefi nieroz&otenxa akrob: _oznacza sxo

kolorymetrycznze ~za_pomoca reakc;l barwneJ z Jodem

e e

ODCZYNNII :

1. SUBSTRAT SKROBIOWY 0,5% - 0,5g skrobi cz.d.a. + 1g
nianu sodu + 95cm3 H20 dest. - mieszanine
ogrzewa¢ do wrzenia (gotowac 5

nalezy
min.) .

100 cm3

Po ochiodzeniu

i przechowywadé w

NaCl + 2g cytry-

uzupeinidc HZO do

lodéwce (roztwér

trwaty przez dwa tygodnie).

2. 0,9% ROZTWOR NaCl

3. ODCZYNNIK GRAMA - 29 KI + 1g
matej ilosci HZO dest. 1

ni¢ H,O dest.

WYKONANIE OZNACZENIA :

do 500 ml.

jodu metalicznego rozpu$cic w

nastepnie dopei~—
(Bardzo trwaly)

PROBA WLASCIVA - do probdwki odmierzyd 2,4 cm3 substratu skrobiowego, a
nastepnie dodaé O,1 cm3 osocza 1 inkubowad mieszaning

przez 30 min. w temperaturze 37°%c. Po inkubac ji prze-

nies¢ 0,25 cm3 roztworu inkubovwanego do probdwki za-

wierajgce) 9,5 cm3

ma. Wymieszad dokladnie

2

H O dest.t

mieszaning

absorbanc ji przy diugosci fali = 560
PROBA ODCZYNNIKOWA - postepujemy idenlycznie pomija
dodajogc w te miejsce 0,1 cm3 HZO'

G 3
nie 0,1 e¢m  osocza,

OBUICZANE WYNIXKOW :

Odczytu wartosci absorbancii préby wiagciwej i odc

nujemy wobec wody

0,1 cm3 odczynnika Gra-

i dokonac pomiaru
.

Jac jedynie doda-

zynnikowei doko-

(Aproby odczynnikowe j - Aproby wkasciwe j) x 200 = aktywnosc¢ amylazy

w jedn.

Wariosci prawidiowe dla osocza wynosza 15-30 jW.

R le]

Wolghemutha € jW
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22

6ZNACZANDE AKTYWNOSCI 0~AMYLAZY W MOCZU WG WINSLOWA.
ODCZYNNIKI :
a) O,9% ROZTWOR NaCl
b) 0,1% rOZTWOR SKROBI
. c) ROZTWOR I w KI
WYKONANIE: Do serii 10 matych probdwek (numerowanych) dodad odczynniki
zgodnie z zamieszczona tabelka.

Db wszystkich probdwek wladé po 1 cm3 0.9% roztworu Nall- pilerwsza
stanowi kontrole. Do prodbdwki nr 2 wlad i cm3 moczu, wymieszad i po-—
brad z niej pipetq 1’ cm3 roztworu, przeniesé do probdwki nr 3 wymie-
szacd, pobrad lcma roztworu i prazeniedd do probdwki nr 4 i(.t.d., aZ w
korcu z ostatnie) probdwki pobrad lcm3 i leat.,‘ do zlewu. W ten sposdb.
kaZda probdwka prdécz probdwki nr 1 C(kontrolad zawliera potowg ilosci
moczyu prodbowki popreednie). Teraz do kagdej probdwki dodald 2 cm3 0,12
roztvoru skrobi (jak tatwo obliczyé w kaZde) probdwce znajduje sig 2
mg skrobid. Ws tawt & probdéwkl do tazni wodne] na 30 minut (temp. 37° .
Po tvm czasie do kazde) probdwki dodac 1 krople roztworu 1 w Kl.Zabar-
wienie niebieskie po dodaniu jodu wskazuje na obecnogd nierozioZonej
skrobi. Za podstawe obliczen przyjmuje sig te najmniejszg (lodd moczu,

ktdra w warunkach dogwiadczenia nie spowodowata powstania zabarwienia

niebieskiego.
3
ODCZYNNI KT Kole jne probowki i ilosc dodanych cm
1 l2]3]als]s 7 8| o 10
HaCl 0, 9% ' NENENENERE! SRR E 1
Skrobia zlefjealajeye 2 2 {2 2
Absolutna ilosc
MOCZII W crn3 0 ]0,5,2510,1i25 0, 0625 itd,
Rozcienczenie oj2| 41}s8 15] 32 ]54 ]128 ]ese i 512
‘30 minut w azni wodnoj o temp. 37°C )
]
!
I v KI s/krople 1 1 i 1 1 1 i by b l i
| S
Tiosz jednostek ! §
a-amylazy oi4 (e lie |32 | sa | 28 s8 512 j1024!
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Obliczenia: Jednostki a~amylazy oblicza sie w dwojaki sposob:
1. Z ilosci moczu w danej probdwce, wtedy
2
ilos¢ uzytych cns MOCZU
2. Z rozcieficzonego moczu ~ 2 x rozcieficzenie

PRZYKEAD: probdéwka nr 5 zawiera najmniejsza ilo$é moczu nie wywoiu-~
jaca zabarwienia niebieskiego. W probéwce tej jest 0,0625
¢:m3 moczu

2
— = 32 jednostki
0,0625

12. CHOLINOESTERAZY

Cholinoesterazy sa to enzymy hydrolizujace estry CHOLINY. We krwi
wystepuja dwie cholinoesterazy. W SUROWICY Jjest PSEUDOCHOLINOESTERAZA
(ChE; EC 3.1.1.8), zwana réwnieZ2 cholincesteraza niespecyficzna; bu=-
tyrylo - badz propionylocholinoesteraza. W KMACH CZERWONYCH Wys-—
tepuje acetylocholinosteraza (AChE: EC 3.1.1.7) - CHOLINOESTERAZA
PRAWDZIWA. ktéra rozkiada przede wszystkim acetylocholine. Inne estry
choliny rozkiada znacznie wolniej, poniewaz ma do nich mniejsze powi-
nowactwo . [ACETYLOCHOLINOESTERAZA |wystepuje rowniez w synapsach ner-
wowych; ruchowych i przywspolczulnych biorac wudzia:t w prawidiowym
pPrzekazywaniu bodzcéw nerwowych. WZROST AKTYWNOSCI CHOLINOESTERAZY
obserwuje sie w ostrym wirusowym zapaleniu watroby, mniejszy w prze-—
wlekiym oraz w schorzeniach nerek. SPADEK AKTYWNOSC! siwierdza sie w

marskosci watroby oraz w zawatach miesnia sercowege. Pordéwnanie ak-—
tywnoéci cholinoesterazy i aminotransferaz w przebiegu zawaiu miednia

sercowego jest wskaZnikiem prognostycznym. Wiele substancii - zwlasz-—-

cza leki np. [PROSTYGMINA, FI1ZOSTYGMINA| - dzialaja Jako inhibitory

cholinocesterazy.
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cH, ChE + H_ 0
! -0 = - CH, -*N— -
cHy - CH, - CH, - CHy - CHy -'N— Oy
] Butyry}o-choll.m
g V.
cna-cuz-mz-c\" +|m12-_alg-n-—m:
Kw. mastowy : Cholina
Ckwas butanowy)
INHIBITORY ESTERAZ CHOLINOWYCH :
mozna podzielic na trzy grupy .
1. A dziatajace

jako odwraculho inhibitory kompetycyjine. ﬁaleta tu takie parasym-
patykomimetyki jak PROSTYGMINA. EZERYNA. MIOTYNA .

| ¥y ¥, nel 8 ,
c%-c-o-i-z-u\;lsms Hac)o-c-o—©ru\z-ﬂaal3
ACETYLOCHOLINA PROSTYGMI NA

2. [ZWIAZXT _FOSFOROORGANICZNE| stosowane jako srodki ochrony roslin

(pestycydy, insektycydy) jak PARATION, DIIZOPROPYLOFLUOROFOSFORAM
(DFP, DEP) i TETRAETYLOPIROFOSFORAN (TEPP) .

i 2 -o-?-o- Vet
Hsc?c F c%'a
DFP
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3. [CHEMICZNE ZWIAZKI BOJOWE]~ TRUCIZNY UKLADU NERWOWEGO typu trilonu,

takie jak SOMAN, SARIN, TABUN

o
uac-o-ll-o—_cau.,

SARIN (Tiilon 46)

Inhibitory z 2 i 3 grupy naleza do nieodwracalnych inhibitoréw nie-
kompetycyinych blokujacych SERYNE w centrum katalitycznym enzymu,
czym uniemozliwiaja dostep substratu. Po =zablokowaniu dochodzi! do
zwigkszenia stedenia acetylocholiny w synapsach cholinergicznych { za-
konczeniach nefwwych. Nagromadzenie acetylocholiny dziata paralizZujg-
co U wywoluje smierd. Odblokowujaco moZe dziataé PAM C jodek N-metylo-—
pirydynoaldohksymud.

23 OKESLANIE AKTYWNOSC) PSEUDOCHOL | NMOESTERAZY
METODA TESTU BIBULOWEGO.

WYKONANIE : Na burdzo czyste szkietho podstawowe naniesé { krople nie-
zhemolizowane ] surowicy krwi. (Surowica winna byé szybko po pobraniu
krwt odciggnieta od krwinek, poniewas gawarta w erytrocytach AChE moZe
zawyZad wynikiD. Poldwke papierka testowego poltozy<d na kropli surowicy
i szybko nakryc szkielkiem nakrywhkowym, nastepnie poprzéz kilkakrotne
naciskanie szkietka roz.prowadzt.é surowice rdwnomiernie po paplerku

testowym.

Szkietko nakrywkowe zmniejsza dopiyw powietrza i jednoczeénie zapo—
biega parowaniu. Moment kontaktu papierka testowego =z surowica jest
poczatkiem testu.

ZASADA: Suchy czerwono-24ity papierek testowy staje sie przy zetknie-
Clu 2z surowica ciemno zielony, a nastepnie przyjmuje zabarwienie zie-
.ono-26tte, szaro-z6ite az do Zéitego.Przebieg =zmiany =zabarwienia w
Izazie jest \izaletniony od aktywncsci enzymu. Papierék testowy nasy-
-%y jest substratem i1 wskaznikiem - biekitem bromofenolowym w ukia-
z:e buforowym.

7
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Zmiana zabarwienia jest wynikiem zmiany pH §rodowiska pod wplywen
uwalnianego kwasu. Czas zmiany zabarwienia az do wyréwnania si¢@ z bar-
wa papierka kontrolnego'uwata sie za miernik aktywno$ci ChE. Od momen~—
tu kontaktu papierka testowego z surowica, az do uzyskania barwy pa-
pierka kontrolnego uptywa przecietnie 7 do 18 minut. Doswiadczeniec wy-—
konuje sie z surowica osobnika zdrowego oraz z surowica hamowana pro-—
stygmina.

Zmierzony czas wskazuje na aktywno$<é zgodnie z tabela:

poniZ2ej 5 minut - aktywnos¢ podwyZszona

7 - 18' - aktywnos<¢ normalna
20 - 35 —~ aktywnos<é¢ obnizona
35 - 150 - aktywno$<¢ silnie obniZona

13. FosFratazy (ec 31311 £c 3132

Fosfatazy hydrolizuja estry KWASU FOSFOROWEGO. Swoistosé tych enzy-
méw jest mata. W zaleZnosci od optimum pH dziela sie na 2ZASADOWE (pH

8,5~ ~ 9,5) i KWASNE (pH 5,0-6,0). Okreslanie aktywnosci opiera sie na
oznaczaniu ilosc¢i produktdw w $cisle okreslonych warunkach.

»

" OZNACZANIE AKTYWNOSC! FOSFATAZY ZASADOWEJ (eC 3.1.3.1)

2 4 MET. BESSEY-LOWRY €GO
Fosfataza zasadowa surowicy nie jest jednolitym enzymem, skiada siw

ona z kilku izoenzymdw wykrywalnych elektroforetycznie. Réwniez pocho-
dzenie fosfatazy zasadowe) surowicy Jest réZne: moze byé pochodzenia

. e I
kostnego,. watyobowego lub jelitowego.

[Z¥IEKSZENIE AKTYWNOSCI |fosfatazy zasadowe) W surowicy powoduja CHO-
ROBY KOSCI przebiegajace ze wzmoZzeniem aktywnosci osteoblastycznej.
CHOROBY WATROBY, zsSitaczka mechaniczna, marskosd watroby oraz krzy:-
wica. W ciazy, miedzy 6 a 9 miesiacem réwniez wystQpujle wzrost aktyw-

nos$ci tego enzymu w sSurowicy Krwi.
U meZczyzn aktywnodd fosfatazy zasadowe) jest o 20 —~ 30% wy#sza ni2
u kobiet. U dzieci aktywnod$é¢ fosfatazy zasadowe) w locie jest okcio
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50% nizsza niz w zimie, 2zwiazane .to moZe byé z niedoborem witminy Dw

okresie zimowym.

[OBRIZENTE AKTYWNOSCI Jfosfatazy zasadowej w surowicy obserwuje sie w
niektérych CHOROBACH KRWI (np. bistaczki).
e R ————

ZASADA OZNACZANIA Fosfataza zasadowa surowicy w obocnosci chlorkd‘ ma-
gnezowego jako aktywatora rozkiada p—nitrotonylotos.g_grun na f’omran
n_p__;utrotenol Reakcie przerywa sie Wodorotlenkiem sodowym. Bezbarwny
p-nitrofepol. w alkalicznym srodowuku daJe zokta bam Para-nitrofe—
n.?l/speinia role wskaznika. }_p_;mx_\_r_ggsc %ﬁ% wprost pro-

porcjonalna do aktywnosci enzymu.
— ——— P -t oH

. OH

+ HO -
- l = O Hz + HsPO‘
&
No,
No,

Opczvnena -

1. BUFOR GLICYNOWY (pH = 10.4) )

2. ROZTWOR MACIERZYSTY SUBSTRATU (0.4 g p-nitrifenylofosforanu

. daisodowego 100 cm3 0.001 N HC1).

3. ZASADOWY ROZTWOR SUBSTRATU (zmiesza¢ rdwne objetofci buforu i
substratu) .

4. 0,02 N NaOH

KRZYwA wzZoRcCOwA :

Do kolby miarowej na 100 ma odwaiy<¢ 139.1 mg p-nitrofenolu, roz-
pusci¢ w wodzie destylowanej i uzupeini¢ woda do kreski. Roztwér ten
zawiers 10 jmolisdm>. Przygotowaé 6 kolbek miarowych po 100 cm>.
Odmierzy¢ kolejne po 0.5, 1. 2. 3. 4 i 5 cm® roztworu p-nitrofenolu i
uzupei nid¢ woda do kreski. Do 1 cm3 katdego roztworu wzorcowego wlad
0.1 cm3 wody 1 10 cn3 0.02 N roztworu. NaOH. Zmierzy< poch&anienie przy
410 nm wobec wody. Rozcienczenia odpowiadaja 1.2,4.6. 8 1 10 Jodnost.kom
(Be-ty-lovry ego) . Wykreslic Xkrzywa wzorcowa odkladu,uc na osi Y ab-
sorbancie. natomiast na osi X - jednostki. e



{. Wlad do prodbowek P-préba { O-prdba slepa po | cn3 alkal icenego
roztworu substratu.

2. Ogread zawartoéd w ladgni wodnej o temp. 38°c.

3. Do probowek P-prébe viad 0,1 cm® surowicy, a do O-préda élepa

.0,1 cna wody. Odnotowed ceas.

4. Inkubowad dokicdnie 30 minut w temp. 37°¢.

5. Fo 30 minutach wlad do hadde) prodéwki po 10 cm> 0,02 N NaON i
dokiadnie zamieszad.

5. Zmierzyd pochlanianie prey 410 nm wobec proby dlepe).

7. Odczytad = Rreyws) wemorcowe) ilodd Jednostek.

WARTOSC PRAWIDLOWA :

ol ~ 0,8-2,3 jednostek Bessey-lLowry ego
dzieci -~ 2,9—-6,7" jednostek Bessey-Lowry’ ego

UWAGA :
Badania mozna wykonac urywajac 0,05 lub 0,02 c.g swowicy. Nalezy

wtedy proporcjonalnie zmniejszyc ilosc wszystkich odczynnikow.

2 OZNACZANE AKTYWNOSCI OKSYDAZ

21. CERULOPLAZMING

Ceruloplazmine jest [MIEDZIOPROTEINA]o wigsnosciach engymatycznych
oksydazy, charaktervzujaca gie zdolnosciami utlepianis WIELOFENOLI

DIAMIN, Ceruicoplazmina zawilera 0,34% miedzi (8 atoméw miedzi w Jednej

czasteczce). Zbudowana jest z B podjednostek o c.czastecz. 18000. Pra-
widiowe steienie w surowicy krwi wynosi 0,2~-0.4g/dm3(2,030,3unol/dm3).

Ceruloplazmina katalizuje przenoszenmie 4 elektrondw na czasteczke Q.
Przy czym powst@le bezpofrednio czasteczka HZO'

Optymalme pH dls aktywnosci tego enzymy wxneosy okoto %, 5. HNajlepszym
substratem w jego dzialaniu jest p-fenylodiamina (PPD) oraz jer mety-
lowe pochodne. np. n.n-dimetylo-p-fenylenodiamina (DPD) .SUBSTRATEM
mg; bye rdwnie? HYDROCHINON. ADREMAL INA. KWAS ASKORBINOWY ORAZ JONY
Fe
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Podatnosc sd:-tr.t;u na dzislanie é-rulonluulny wnruﬂzowm jut
obecnoscia grup -on 1 -Ilz w pozycji “ORTO” 1 “PARA™.

“poczatkowym etapio utleniania p-fenylenodiaminy przez cerulo-
plazmine powstaje kompleks enzym-substrat, dzieki potaczeniu cu*? _en—
zZymi z elektronami rf.ric:lonia aronatycznogo auhctrntu _ Elektron zo~
staje przeniesiony na enzym, przy czym jon miedziowy .zostaje zredu-
kowany do miedziawego,.a 2z substratu powstaje rodnik. Zredukowanu
miedz w cerulopuzmmie Jest utlonuna yrzez tlen, a powstaity z subs-
tratu rodnik ulega daiszym przemjanom, z mdn:m nieut lenionej
p~fcnylod1aminy tworzv banmy fzoletowy produkt .

st T

INHIBITORAM CERULOPLAZMINY SA :

1. ANTONY JEDNO~ | WIELOWARTOSCIOWE : azydki, cyjanki, cytrynian,
wersenian i jony chlorowcow

2. JoNY METALY P:g_ ,F;a » ‘2 ,lltz ,Co’z w stezeniu 162

3. PROMIENIOWANIE NADF { OLE TOWE .

4. HYDRAZYNA. PRONIAZYD. KWASY DIKARBOKSYLOWE .

Jednym z najsilniejszych inhibitordw ceruloplazminy in vivo jest
OVTRVN|AN Poza tym w osoczu wystepuja niedializujace sie inhibitory o
charakterze biatkowym: w:m APOTRANSFERVNA Ceruloplazmina
jest gidwna oksydm osocza krwi, J_g, I}_D_Q_lgﬂigzmm_l substratami w
organizmie sa: N)RENM. ONA, NORADRENAL iNA . _DIH\’DROKSVFENVLOALANINA,
KW. ASKORBINOWY. Przypisuje sie Jej wiasciwosci ferroksydazy, katali-
zujace) utlenianie Zelgza w mm;_g Kontroluje onaprzemiane mie-
dziowa regulujac wchianianie miedzi 2 przewodu pokarmowego. ZWIEKSZE~
NIE 1LOSCIOWE ceruloplazminy we Krwi wystepuje W giaZzy, ¥ M
Diesnio sercowego, marsko$ci watroby. Zdktaczce zakaznei, ziarnicy
z.t.etum.. enemij ziogliwei. OBNMIZENIE STEZENIA ceruloplazminy w oso-

czu krwi obBerwuje sie w gm_g mg _1 nerczycy, w ktéroj docho~
dzi do wydalania tego biaika przez nerki.
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OZNACZANIE AKTYWNOSC) CERULOPLAZMINY V! SUROWICY
(Ravin H.A., Harvard M.D.. Lamcet 1. 726, 1956)

Zasapa Ceruloplazmina katalizuje utlenianie p-fenylenodiaminy. (PPD)
do bérwnego fiolotmo proauktu

Niara aktywno#ci enzymatycznej Jett wartosé nboorbencji uzyskana w
warunkach metody, oznaczana przy diugosci fali $30 nm.

ODCZVvNnIKE:

1. O, 5% ROZTWOR CHLOROWODORKY p-fenylencdiaminy. :
Sporzadzié¢ nasycony roztwbr‘ p-fenylenodiaminy w acetonie.
Przy stopniowym dodewaniu stezonego HCI wytraca sig¢ osad chlo-
rowodorku PPD nierozpuazczalny w acetoni’;. a rozyﬂszczalny w
wodzio Oecd po' yrzomyciu ;;E;;;_:J;zv sig kazdorazowo
przed seria maliz

2. 0,1 NWOCTANO'YOPHSS

3. 0,1% ROZTWOR AZYDKYU SODU

4. 3% ROZTWOR NaCl

Wykomanig: Do 0,1 cn3 surowicy lub osocga krwi, (nie mode byé osocze

cytrynianowe) werowadeid { .cn3 0,8% roztworu chlorowodorku PPD, 2 cm3
buforu octanowego.

Do prédy kontrolne) dodad ponadto 1 r:m3 0,1%Z rostworu asydku. Po
godzinne) inkubac)i w temp. 37°C do prodby badane) dodad 1 cm3 0.1%
azydku w celu gatrgymania reakc ji. Do obu probdwek dodal po 6 cm3 3%
roztworu NaCl { po dokladnym wymiesganiu oznaceyl wartogé absorban-~

cJji wobec prdédby kontrolne) prey diugosci fali 530 nm.

lhﬂ.osct fizjologiczne 0,15 - 0,30 ( jednostek gestosci optycxmj)l
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22 OKSYDAZA GLUKOZOWA

" OZNACZANE STEZENIA GLUKOZY WE KRWI
}26 TESTEM BBULOWYM DEXTROSTIX.

ZASADA: Pasek testowy Dextrostix jest sztywnym celulozowym adsorben—
toin. ktérego jeden koniec nasycony jest buforowans mieszanina OKSYDAZY
GLUKOZOWE.. PEROKSYDAZY | CHROMOGENU (0—toluidyny). pokryty péiprze-
puszczalna biona. Glukoza w obecnosci[oksydazy glukozowe)| jest utle—
niana (w atmosferze tlenu) do kwasu glukonowego 2z TIéwnoczesnym wy-
dzielaniem nadtlenku wodoru. Nadtlenek wodoru w obecnogci peroksydazy
utlenia o-toluidyne z leukozwiazku w férme barwna o niebieskim zabar-
wieniu. Intensywno$#¢ i odcies niebieskiej barwy na pasku testowym
wskazuje na przybliZone steZenie glukozy we krwi.

WYKONANIE: Rozprowadzid krople krwi na Mt testowe ] paska po stro-
nie z nadrukiem. Odczekal dokladnie ! minute. Seybko smyé krew z pasko
cienkim strumieniem zimnej wody destylowanej. Pordwnad miychmiast ba-
_rwe otrzymang na pasku se skalqg barw na opakowaniu. Odczytad stedenie
glukozy we krwi.

'«f—_l o ey

H
Ho Oksydaza
H - g.htoso-a
H -
OH
.oa
rmxz
ciy a,
o ; s
Percksydaze

Oll‘_.'oz o;uzo
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3. BADANE KINETYKI REAKCJ ENZYMATYCZNYCH

27

[ZOLOWANIE INWERTAZY

ZasapA Inwertaza nalezy do hydrolaz rozszczepiajacych wiazania gliko-
zydowe . Rozk}ada dwucukry posiadajace wiazania fruktofuranozydowe. W
wykonywanym d:ﬁwiadczeniu'bvdzje katalizowata hydrolize sacharozy we-—
diug przedstawionego rdéwnania:

' sacHAROZA + HyO

=y GLUKOZA ¢ FRUKTOZA

Bogatym Zrd&diem teso enzymu sa drozdie. Miara sktywno$ci enzymu
jest ilo$¢ uwalnianej glukozy 1 fruktozy w okreflonych warunkach.
Przedstawiona powyZej reakcija przy pominieciu stezenia wody uczestni-

czacej w hydrolizie enzymatycznej speiniata warunki reaskcji [ rzedu.

WYKONANIE :10g dro2dzy i 2g celitu utrzed v moddzierazu z 10 cm3 eteru.
WN(E przerywajgc ucisrania, dodawad stopniowe wode i
pigciu porcjach po 0,5 cm3. Fo okolo 15 minutach wuctierania roztarle
droZd#e prassgczyd przez lejek B:Achmra . Otrzymany ekstrakt gatad 5
cm3 I M buforu octanowego © pH 4.5 { nastepnie oziebid do temp. o%c.
Dodaé 5 cmB 3% pikrynianu sodowego I odstawid do lazni lodowej o temp.
0°C ra 30 minut. Powstaty osad odwirowad przy 3000 obr/min przez 10
minut t odrzucid. Nadsqcz (supernatant) oziebié w mieszaninie ozigbia-
Jace) Cutarty ldd emieszany £ NaCl) do -10°C ¢ doda¢ trzykrotng obje-
tos$é¢ acetonu. Osad w wighsze) czgséci przyklejony do dcian naczynia
przemyd kilkoma porcjami zimnego acetonu i w koAcu imiym eterem.
Przemyty i osuszony osad rospuscié w (0 cns wvody { w te] postaci prze-

chowywad w lodduce do dalseych dofwiadceen.

, OKRESLANIE WPLYWU STEZENIA SUBSTRATU ~ SACHAROZY
281iNA SZYBKOSE REAKCU) KATAL IZOWANES PRZEZ INWERTAZE .

Jak wspomniano uprzednio pomiar aktywno#ci inwertazy mozna wykonad
oznaczeniem stezenia glukozy i fruktozy metoda redukcyina. W miare

postepowania hydrolizy sacharozy wzrasta stetenie cukréw redukujacych.
Redukujace wiasnosci cukréw prostych )ako produktéw hydrolizy enzyma-
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tvcznc; ‘mo#na oznaczyé wykorzystujac W_gr
dukcyiny (odczynnik miedziowy: odczynnik arsenomelibdsnowy). Koficowym

produktem barwnym ukiadu sa piecio- i tréjtlenki molibdenu, sktuzace do
ilo¢ciowego oznaczania kolorymetrycznego powatatego inwertu.

ODCZYNNIK )
1. ODCZYNNIK MIEDZIOWY A ~ roztwér weglanu sodowege i winianu sodowo-—
) ; Y -pot.asmnyo
2. ODCZYNNIK MIEDZIOWY B ~ roztwér siarczanu niedzionnvo
3. ODCZYMNIK MIEDZIOWY NELSOMA (roboczy) - 25 cm® odczynnika A + 1 cm
odczynnika B
4. ODCZYNNIK ARSENOMOLIBDENOWY - roztwér molibdenianu amono~
' wego + arsenianu sodowego
(patrz oznaczanie hydrolizy
glikogenu) .

3

5. 0,1 M BUFOR OCTANOWY o pH 4,7
6. 0,1 M, 0,05 M i 0,025 N ROZTWORY SACHAROZY w 0,1 M buforze octano-
wym o pH 4,7
7. 0,1 N NaOH
8. ROZTWOR STANDARDOWY GLUKOZY o stezeniu 50 mg/100 cm3 320 (do krzy-
' wej wzorcowej) .

PRZYOOTOWANIE KRZYWE.J WZORCOWEJ

WyxONANIE: Do 5 probdw.l! dodaé kolejno werastjgce ilodci roztworu glu—
kozy (standardowego rocr.voru gluhozy). od O do 1,6 cns. do kaZde) pro—
SSwki dodaérdmr.oéO?cm 0,1 M dbuforu octanvwego o pN 4,7 { po 0,1

cm3 0,1IN rogtworu NaOH. Wszysikie prodbowki dopelnic wodg do objetoscti

2 cma Cjak przedstawiono w tabeli). Nastepnie dodal po 2 cn3 odcgyn-
nikc miedziowego Nelsona I gotowald we wrzqgcej laZni wodne) przesz 20
minut. Po ostudseniu probowek dodoal ostroénie ( powoli po 2 cns
nika arsenco-molibdenowege. Z usyshanego w haido‘j probdwce roztworu
barwnego pobrad po i cn3 i praenitesé do odpowiednio ponumerowanych
probéwek wypelnionych 10 cisuody. Po smieszanivu dokonal odczytu absor-
dbanc ji fali 520 nm (Spekol). Na papi.okao milimetrowym wykreslid za~

legnosc absorbanc ji od stedenia glukosy.

odczyn-—
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oDCZYIIKT v KOLESME PROBOWKI
Cw cna.'." Py 1 2 3 4
STANDARDOWY ROZTWOR
GLUKOZY : - 0,4 0,8 1,2 1,6
BUFOR OCTANOWY pH 4,7 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
0,1 N NaOH - 01 0,1 0,1 0,1 0,1
H,0 dest. 1,7 1,3 | o0 0,8 0,1

ODCZYNNI K MIEDZI OWY
NE1SONA 2,0 290 20 2,0 2,0

Ogrzewac przez 20 minut we wrzacej lazni wodnej

ODCZYNNIK ARSENO-

.ml WYZNACZANIE KRZYWEJ MICHAEL ISA

WYKONANIE: Do badania wplywu stefenia substratu na szybkosc reakcji
enzymatycznej wybieramy wslepnie wlasciwe stedenie or-szyuu -  wuprzedinio
mj inwertazy . Eneym przechowywany w lodduce rozcilernczamy
prazed prezystgpieniem do doswiadczenia 10 - 20 h}‘otnio.

Przygotowad po 4 probdwki dla kazZde) serii oznaczen - wykoreystujqc
trzy rééne stedenia sacharozy: 0,1 M, 0,05 M i 0,025 M w 0,1 M bdufo-
rze octanowym o pN 4,7.

Przygotowad 4 probdwki, do kadde) dodad po 2 cn3 .odczynnika mie-
dziowego Nelsona, {,5 cus wody 0,1 N NaON. Inkubac je enzymu 2 rdé-
nymt stegeniami sacharosey wg tabeli przeprowadzid w temp. 25 2¢:
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N

Sklad mieszaniny ; ﬁ : g 33 3 &

inkubacyjnej (enzym- -, 3:-3 enzyms + 3¢ onzymy +

substrat) 3cwm 0,1 I l-oz- 3cm 0,05 M 3cm 0,029 M .
sacharozy roz. sacha- [roz. sacharozy

Czas inkubac ji : ol ;
Cw minutachd | o0-8-10-15 ' | 0-5-10-15 0-6-10-18

Ilosc powslajacej
glukozy i fruktozy
w mg ’ "

W czasie O, a nastepnie po 5,10 ( 15 minut pobraé po 0,4 cns mie—
szaniny zn)eubacy_)no_) Censym ~ substraty do upreednio preygotowanych
probdwek z odczynnikiem miedziowym Cprees dodanie mieszaniny enzym -~
substrat do odézyn.niha miedziowego powoduje sig@ =sahamowanie reakc fi
enzymatycznej>. Prédbke w czasie 0 - '(honlrola) sporgadzié moZna praes
oddzielne dodanie 0,2 cm3 enzymu ¥ 0,2 cn substraru t)y. .sacharozy
do odczynnika miedziowego. Utytkm v powyinty cpoodb rozznory w 4
probdwkach do oznaczon stedenta gluhoty t fruktozy, a pochodzqce z

ro#nych cza.sdw hydralzsy sacharozy: O. 5. 10, 15 min. oraz jedng pro-

bSwhe 2 'lerajgcqg same odcgynniki bez enzymu - t2w. fllq_ probe od-
czynnikowg ogrzewa sie przez 20 minut na wregce) lagni vod'r.\;_}'.»w-\_v‘szyv

sthie dalsze czynnodci preepr dea si¢ analogicenie jak w preygo-
towaniu Arzywej weorcowej.

Z krzywe j wzorcowej odczytac ilosc mg glﬂ:ozy i fruktozy powsta~
Jacych w poszczegolnych czasach hydrolizy.

| DLA KAZDEGO CZASU WYKONAC NASTEPUJACE CZYNNOSCI: |

1. Qznaczyc z krzywed wzeorcowej przyrost ilogcji produktow hydrolizy
saecharozy; glukozy i frukiozy W czasje inkubacji enzymatyczne):
wyniki zestawi¢ w tabelce.

2. WQMMMMWWM
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3. ¥yznaczy¢ pzybhkosci poczatkowe, isko tangensy katéw o jekie daja
- styczne do poczatkowych gzescl krzywych po 3 minutach inkubacii
1_muummmmmw

4. Sporzadaid wykres zalegmodci sgybkosci poczatkowych od steZenia

'5.mmwmw1mmnﬂm
MIMMWWK-

W przypadku prawidiowo przeprowadzonego do$wiadczenia okazuje sie,
%e przy tych sumych stezeniach enzymy uzyskuje sig coraz wigksza szyb-
kos< reakc31 w miare wzrostu steZenia u2ytego substratu Z otrzymanych
w do¢wiadczeniu, poczatkowych szybkosici reakecji dla kaidogo stezenia
substratu wykres lamy krzywa ilustrujaca =zalezno¢d wzrostu szybkosci
reakcji od wzrostu steZenia substratu. Otrzymana krzywa ma ksztait hi-

perboli, a zatem dla danego stezenia enzymu istpieje takie steZenie
substratu, przy ktérym szybko$é reakcii osiaga wartosé praktycznie
réwna szybkosci maksymalnej i dalsze zwigkszenie steZenia substratu
nie .powoduje juz zmiany tempa reakcii. SteZenie substratu,. przy. ktérym
szyhkosé osiaga potowe szybkosci maksymalnej nazywamy staia Hichuelw
- K . Wartosc ta, okrefla powinowactwo enzymu do substratu. Wyznacze-
nie statej Michaelisa z krzywej majacej postaé hiperboli jest ob:ia-
Zone powaZnym b&odom dlatego teZz w praktyce stosuje sie graficzne
wWyznaczenie Km z wzoru Lineweavera i Burka podanego na stronie.

Na osi x (odciv.tych) odki adamy wartoéd TéT tj. odwrotnodci uzytych
w doswiadczeniu stezefi substratu. za’ na osi y (rzednych) odkiadamy
odwrotnogci szybko#ci poczatkowych -v- ronkcji dla danych stezett -
substratu. Wykre$1ié¢ krzywa zalezZnogci —v—- od T'ST Otrzymuje sie wy-
kres linii prostej, ktéra w miejiscu przeciecia z osia x daje wartodé -

_ 1.
R

[!artosc K- wyrazamy w molowym stezeniu substratu =~ -slld-gj
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2estawvienie predkosci pocz.ﬂ.koiych w zaleznosci od stezenia substratu

Stezenie 1 .Pr'odkoccl _poczq_tkon Odwrotnosc predkosci
sacharozy Is) V (tg poczatkowych
1
- Cctg O
-Op4-H
0,08 M 20
0,025 M 40
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770. KLASYFIKACJA SYSTEMOWA ENZYMOW

¥ klasyfikacii systematycznei enzymy oznacza sie wediug kodu licz=

Pierwsza cyfra wskazuje na przynaleZno$é¢ enzymu do jednej z szedfciu

zasadniczych grup:

i OKSYDOREDUKT AZY

2 TRANSFERAZY
" 3. HyoroLAZY
4. Lazvy

5. IzoMERAZY

6. Lisazy CczvL SYNTETAZY

Kolejna druga liczba okresla podklase w ramach danej grupy enzyma-
tycznej. Liczba trzecia oxnacza przynaleznofé danego enzymu do podpod~—
‘klasy. Ostatnia czwarta liczba okreéla konkretnie dany enzym w  ramach

rodpodk lasy.
KLASA PODKLASA - | PRZYKLAD KATALIZOWANE] REAKCII
[T ORSYOOREDORTRZY e hek b
z s alkoholowa

' Oksydoreduktazy sa
enzymani ,nuuh-
ch'y-l reakc jeo ok=-
sydoredukc ji _-lod:y
2 substratami s-s‘
S zredukowany + s‘
utieniony ~— &

dukowany.

1.1.Dziatajace
' na grupe
-CH~OH

m3CHé~OH + NAD
CHaCOH + NADH + l:i"

utleniony ¢ S, =zre-|

1.2.Dziatajace
na grupe
-C=0

v Dehydrogenaza
? . mréwczanowa
H-C-OH + NAD ' — o,

co,

+
4+ NADH + H
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1.3.Dziatajace
na grupe
 “HC=CH-

o -
f :
CHs—(CH2)4CH2~CHZ—C ~ BCoA
acylo-Col
[Dehydrogenaza acylo~CoA]
FAD. FADH2
iE o

.
CH3(CH2)4CH-CH—C ~ 8CohA
2, 3~dehydroacylo CoA

1.4.Dziatajace
na grupe

§
——CH—NH2

Dehydrogenaza glu-

taminianowa
COOH NAD(P)  NAD(P)N + H'
H -NH2 - —t
(g1,
OCH ,
kw. g lut aminowy
O0H +'H20 OOH
%qNH =0 -+ NHy
(1), (§H) 5
OOH OOH
kw.2-imino— kw.2~oksy~
glutaminowy glutarowy

1.5.Dziatajace
grupe
-NH

|}

na

Kw. 7.8 Dihydrofoliowy ——————s
NADPH + H' Napp®

Kw.5,6,7.8 Tetrahydrofoliowy

1.6.Dziatajace
na zredukowany
NADH + H' 1ub
NADPH + H'

i inne

E}ranshydrogonaza NAD(P)I
nap* NapH + HY
NADPH + HY ey NADP*

141
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sa enzymami
przenoszacymi
£ unke jonalne

2.1;Przeno;zir
ce grupy jed-.
nobvglowq

Ad&nozyi— ’?CHB

2 %
2,
",
. 'OOH
S-adenozynometio~
nina

2
??NH
Z-CHZ-COOH

Kw.guanidyno—~
octowy

ﬂetylotransferuza guanidyno~

octanowa
OOH
2
=NH
) H C— z~CH2—COOH
denozvl Kreatyna
2.2.Przenosza~ HZ-CH
ce grupy =0 Trans—
~H HO~-G-H aldo~
lub I H—?-OH laza
—C=0 H~-¢~OH + =Q
H-¢-0H HG-OH
Hz-C—O P HZC—O P
sedoheptu-~- aldehyd
lozo~-7-P 3-P-gli~
cerynowy
HZOH
=0
HO-¢-H + =0
H-¢-OH H-C¢-OH
H-i‘OH H~¢-OH
CH20H 32- -0 P
fruktozo~ erytrozo-
6~ P 4- P
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2.3.Acetylo- ? ol
transferazy CH3~C ~ SCoR +
Acetylo-Cok
Acetylo-
transferaza

+ HO~CH,~CH,—N ~CH; —————s

3 .
" chotina oy

[s) :
g i
3~C~0—CH,~CH,~N_-CH, + HSCoA

e

Acetylochoiina

CH
3

2.4.Glikozylo-{(a 1-4 gluko fl)n + ortofosforan

transerazy Fosforylaza
glikogenowa
- (a~1,4 glukozyl) .
+ o-D-Glukozo-1-fosforan
2.5.Przeno~ K Adenozylotransferaza
szace grupy metioninowa
alkilowe OOH
lub H- —Nﬂz H,0 H N-
20 Yy + P + PP
Pokrewne ATP + > 2
. ’2
3 — Adenozyl
3
2.6 .Przenosza- : . inotransfe—
ce grupy za- OH|raza asparagi
wierajace azot| H,N-¢-H ~ nianowa

+ I o e

2

-kw.aspara- Xw.2-keto~-
ginowy . glutarowy

“3
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i‘OOH ¢OOH
=Q + H~ —Nﬂz
2 . A 2)2
OOH
kw.burszty- kw.glutami-
nowy ‘nowy

2.7.Przeno- -
8zace -grupy

‘jzawierajace

fosfor
i inne

[Kinaza glukozo-6~F]
ATP + Glukoza

Glukozo=6—~P + ADP

[ RYDROCI2Y]
enzymy kata-
lizujace rozbicie
zwiazkéw na drodze
~hydrolizy

3.1.Dziataja-
ce na wiaza- .
nia estrowe

H20
~O0-P. ———— R—CHZ—OH +
l~13P04

R—Cl'l2

3.2.Dziataja-
ce na zwiazki
glikozylowe

4-Glukanohydrolaza a-1,4-
glukanu (o-amy laza)

Hydrolizuje wiazania o—1.4 gli-
kozydowe.
glikogen.

Dziaka na skrobie.

-~

ce na wiaza—

‘[nia eterowe

3.3.Dziataja-

‘COOH

+Adenozy-
na

—————

. “2 -SH

~-H »
Adenozy]l. Homocysteina -
S-Adenozy lohomo- ) '
cysteina
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3.4.Dziataja~
ce na wiaza-

|nia peptydo-

-We

Peptydylo-L-aminokwag ————————»p :
peptyd + L-aminokwas

3.5.Dzialaja-

o... . [Asparagi-|
ce.na wiaza- naza | ‘ :
nia C-N réz- -nuz H20 Mﬁz . A
ne od wiazan + N.l-l3
peptydowych -N‘Rz © ¢~OH s
o o] _
L-asparagina kw.asparagi-
nowy
3.6.Dziataja-
ce na wiaza- {Pirofosfataza
nia bezwod- nuk leotydowa
nikéw kwa- + HZO
sowych i Digoafonu!(lootyd ————— e
ey Monof ostonukleotyd + P
FIraz. 4.1.Liazy [Dekarboksy laza |
enzymy rozbi jajace wiazania ?oou pi'roﬁ_ronianowa
niehydrolitycznie c-C i;o =0 + CO2
wiazania C-~0, C-N, 3
C~S, C~Cl 1 usuwa- kw.pirogronowy aldehyd
jace z substratu (2-;o)tsypropio— octowy
lub dolaczajace do nowy)
niego pewne grupy. |4.2.Liazy
wiazania ) Hydrataza S )
C=0 > GOOH |fumaranowa E:OH
H—4-OH e o e " % H,O

kw.L~-jabi kowy

us
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4.3.Liazy
wiginnxa. Liaza argi Pm-?lz
C~N ninqbursz-
2 ftynianowa
oo e G I 2
(¢ )2
H- »NHZ
H
kw.arginino~ arginina
bursztynowy
OOH
+ H
OOH
kw. fumarowy
4.4.Liazy -
wiazania OOH —st OOH
c-8 HZN o B — —NHZ ——p
i inne Hz ~SH 2
cysteina kw. amino-
ekrylowy
i:‘] iH + NH
kw. lmino " kw pirogro-
pPropionowy nowy

PONERAZY
enzymy, kalalizu-
Jace wzajemne
przeksxtalcenia
iZomerow optycz-
nych, geometrycz-
nych lub f{zomerow
polozenia.

5.1.Racemazy
i epimerazy

[Racemaza alaninowa]

L-alanina ~———ees D-~alanina

§5.2.1zomerazy
cis-trans

[zomeraza majeinianowa]l

H~C~COOH H-C-COOH
beasem T 3

H—é-COOH HCOO-C~-H

kw.maleinowy kw. f unarowy
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5.3.0ksydo~
reduktazy wew-
natrzczastecz-
kowe (katali-
Zujace wzajem—
rie przeksztat -
canie aldoz
i ketoz

|3~fosfo-D—-

Izomeraza
triozof osforanowa

H_O H,¢-OH

. =0
H-G-OH e H,C-0- F
H,C-0- P
aldehyd

fosfodi~
hydroksy

ﬁ licerynowy aceton

5.4.Transfe-
razy wewnatrz-

Fosfomutaza

(osfogl 1cervnianij
—0- P

czasteczkowe —g
-O— P
kw.3~fosfo~ kw.2-fosfo~
glicerynianowy D-glicery-
nianowy
[E-TYERZY]C SYNTETA- c-0 0

TAZY) Enzymy kata-
lizujace synteze
zwiazana z rozbi-
ciem wiz ania piro-
fosforanowego w ATP
lub innych nukleo-
tydach wysokoener-
getycznych

H
Rzz—&—o—lkadcnozynu + tRNA

H ntetazy

aminoacylo-tRNA

R~ Eg—t—m + AMP

6.2. Wtwmn-
jace wiazania
c-s

Iﬁfcfuq

acylo—CoA

~OH + ATP ——s R-C-O- P -ade-|
nozyna + PP"

H-gv P -odonozrna + ns—cu —

-l—SCoA + AMP
ccvlo CoA .

“7
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6.3 .Wytwarza-
jace wiazania
C-N

[Syntetaza glutaminowa)
ATP  ADP + P,
+ NH,

2
2
L-glutamina

6.4 .Wytwarza- Karboksylaza piro-
jace wiazania gronianowa

c-C OOH ATP ADP + Px‘
(sa to biaika =0 + CO2 + Hzo —
zawierajace 3
biotyne kw.pirogronowy

=0

2
OOH
kw.szczawio-

octowy




7.1 XOENZYMY. 1 COPOWIEDMIE WITAMINY

i synteza kwasdw
tiuszczowych

K¥. PANTOTENGWY

KOENZYX T FCIA L MITAMINA
FOSFORAN Transaminacia - | * PERYDOKSAL ~ '
PIRYDOKSALY __Dekarbokeylacsa. enT. B

Racemizacia ' :
PIROFOSFORAN Tlenowa dekarboksylacia| =~ TIAMINA
TIAMNY Przenoszenie grup - CWIT. B
CDPT; TPP) karboksylowych

Przenoszenie acyli '
CoA Tlenowa degradacia

K¥. TETRAHYDRO-

Przenoszenie grur;

FOLIOWY jednoweg lowych X¥. FoLIowYy
CFH ‘
BIOTYNA Przenoeszenie BIOTYNA
co, CWIT.
a0 PELorowEpaLe KW, NIKOTYNOWY
H + o CNTACYNA, WIT. PP
mapp* i K¥. 'NIKOTYNOWY
H ¢+ e CMIACYNA, WIT. PP)
Pt P’;””:““" RYBOFLAWINA
B te T, B
Przenoszenie RYBOFLAWINA
FAD v, -
H" 4+ o T B




8. KOENZYMY

: a'_;al. l xosnzvm cxsvnonzuxrlszj

L WO
s

mmmavdnmmmmmoqmo*,

B Ry

% o

Dinuldeotyd nikotynamidoadeninowy NADH+H *t
v Forma zredukowana




KOERNZYIMY

l ; ,o—r—o—gﬂ-—o o

o= =08

Foaforan dinuldectydu m]mtyu.amndoadenmmgo

NADP +

Fasforan dinukieotydu nikotynsmidoadeninowego NADPH+H *
Forma zredukowana

B



KOENZYMY

X

Ry ! CHy ‘H

CH— -OH

i!H ~OH CH—0H

4!‘&-0!! (lﬂ-Oﬂ 0

éﬂg—{}'—g—ﬁ{l (!1&"0‘}.7"'}11

4')& : !m
Mononukleotyd flawinowy ~ Mononukleotyd flawinowy
PMN FMNH 3

Forma redukowana




Dinukiectyd fawinoadeninowy FADH,
Forma zredukowana

Mﬂz ?(?/\/\imz
B H

Amid kwasu Liponowego Amid kwasu liponowego =
-~ forma medukowana




KON YMY

Hy 00 Gl ' Hyo0 Gl
b I = SR | !
Obichinon, v '\%n\vdmchlnon




\K(ENZW

HEMa Y KOMARKOVE] - w ktérych pierécienie pirolowe powiazane sa gru-
pami - CH =. Zwiazki te zawjeraja atom po*2 zwiazany z  atomami azotu
pierscieni pirolowych oraz biatko. Zwiazki te przencsza elektrony.

-q———.-—-.--. F“a

Fo‘z

Bl g e




KOENTYNY

Po Gsunieeiu dwéch protondw powstaje utlenicna postad glutationu.

Glutation GSH (gamma~ghutamylo-cyuteinylo~glicyna)
P nea-—m—mz—mé-g-u-—?-g-n—ag

i o

—a;-i-n—-mws-u—mi-_—mou




O INS I

{T] Menozyno trésfosforan uou pmno:w !'dm umq fostoranowa w
‘reakcs mw. : e :
D—leuain?—-—-—a——-ob-ﬂ.m-l’om
[_l_’!]ATP moZe PrEenceI¢ TePEte PITCFOBEOTNcWA nP. W Yeakc 3 katalizo-
wlno.! praez nm mm& ATTn.

>~ ltm-s-»ro.:onn o AP MAwoﬁtamzylpuij-p;ia&:um~ -
[IT)ATP moze przeniedd reszte AMP w rsakcji katulizmmj przez SYN-
TETAZE mmcn_o - uau

Aminoacylo =~ AMP.

oraz w reakcii katalizowanej przez SYITHAZE ACYLO~CoA ‘

,o /‘) ¥}

' R - - O~ADENOZYNA
R-cua—cuz-c + ATP > R-CHZ~C!I2-C -—O—i O, + PP‘

Acylo - AMP

(TVIATP moze przeniesé reszte [ADENOZYNOWA)np. w reakcji katalizowanej
przez ADENOZYNO-TRANSFERAZE METIONINOWA.

o

.L? 4



(Y] Tworzenis cykliczneso AMP (cAMP) z ATP w wyniku dziatania CYKLAZY

Cridicmy  adenozynotrojiosforan! c AMP

Aktywny siarczan ~ PAPS

e

[
B~ ' :
i g - j .
o N B
iT—ﬂ& 0 &_0 EDS
H :
OH o8 A - &' ~fosfosiarczan
adenozyny
"
g &
§~fmfominrezan
P ~tonfondenozyuy a8 B
®



. i ‘
Zwiazek ten uczestniczy w reakcji przenoszenia [AKTYWNE] CHOLINY]

0

= L{%L%‘&T Qo *?’“‘*?‘““%ﬁ(—%
" ool wow B




KOENZVRMY

Koenzym [KARBOKSYLAZY FOSF OENOLOPI ROGRONT ANU]

cooH ‘ Cood
¢‘°  7Té: t'i‘-o’p + o,
g&; cre ~CBy .
Szczawio= Fosfoemolo=
octan _pirogronian

[2] GTP uczestniczy w reakcjach przenoszenia [AKTYWNE] MANNOZY]

GO oa
D, H 0 g r'q\
HBO $—0—p—0
B | 1
on OR
H 8
| o
GDP=mannoza
ry
§ 8
m—-ll’—o—-;l»-—o-r—o
O oH
B B
oH on

[nozynotrojfoaforan  [TP



KOERNZYRMY |

Koenzym ten peini wymiennie z GTP funkcje reszty fosforanowej w
reakcii katalizowanej przez[KARBOKSYKINAZE FOSFOENOLOPIKOGRONI AN
(patrz GTP).

5.
Urydynotrojfosforan urp,
Zwiazek ten sluzy jeako koenzym w reakcji tworzenia[UDPG-GLUKOZY]
aLo8 aLon : 4
BO olp) WOUKERET)  m 0—P—0—P—0 0
ol o
H H
. oH
UDP-glukoza
6 B
""‘f"""‘z g’
{Hy

Fesforan pirydoksaiu ~ PIP { PAL)
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Funkcja tego koenzymu jest:
1/ﬁmmﬂz aminokwasu na ketokwas -~ forma po-
ﬁredma jest FOSFRORAN PIR'lDonsmm.

2/mmmdo amin - form\ posrednia jest ZASA-

DA SCHIFFA.
it LI
] ! 1
L i) C=N~CHp
OH
m_r_o..% 3 OH HO"EHIE ¢ 5
o 2 3 2
1 Cﬂa

3/ [DESULFURACIA]
4/ [OKSYDACYJNA DEZAMI NACJA] (niektérych aminokwasdw)
5/ z RODNIXA (R W WYNIKU POWSTAJE GLICYNA]

8.2.1 Ixosuzrm' PRZENOSZACE FRAGMENTY C ]

1 S-udenozylometionina SAM

o | Te

E



KOERZYIMY

Zwiafzek ten powstaje w reakcji kfatglimgnej przez ADENOZYLOTRANS-
FERAZE METIONINOWA z

ATP + Metionina ——~——-—-—-——o Aaenoleoa;.uon_i,m,f + PPQ
- SKUZY JAKO oouoavgaupv_cna”.
2 O
s Aﬂl s
; g ‘cxm ; ", V' Yooom
KARBOKSYBT OTYNA. jest koenzymem KARBOKSYLAZ KARBOKSYIAZY PIROGRO-
NIANOWEJ. KARBOKSYLAZY ACETYLO CoA. KARBOKSYLAZY PROPIONYLO CoA.

l

KARBOKSYBIOTYNA powstaje w wyniku reakcji:

[?IOTYNA + €O+ ATP ——— OTYNA™ & ADP + ‘P‘l']

Kwas 5.6.7.8~tetrahydrofcliowy

) = PRZENOSZONA GRUPA
-*?‘( L, |«

i i Stuzy do syntezy nukle-
I otyddw pyrynowych.



KOENZYMY

o
0 -?,(
'y
h

(St u2y do bicsyntery
nuk leotyddw purynowych)

(Stuzy do przenoszenia
grup iminowych z amino-
kwasdw Gly, Glu. Po
A preekaztatceniy w mote-
nylotetrahydrofolian
H . dostarcza C, pierdcie~
Ni1a PUrynowegsi .

Ewaa N8 -formiminotetrahydrofoliowy
%64
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SOF "

‘.“é“’;_?/(
T §

|
B

Ewas No— Mpdroksymetylotetrabydrofoliocny

S

. (Stuty. dg'metylac“ji'

‘homocysteiny _prze-

ksztatcajac ja w

~metionine).

(Stuzy do metylacii
dUMP w dTMP) .

T DAWCAMI GRUP C, PRZENOSZONYCH PRZEZ FH,

SA AHINOK'ASY:]

————in

Grupa metylowa

Grupa formiminowa

Grupa hydoksy metylowa

Grupa metylenowa

Grupa metenylowa
(metylidenwe)

Grupe formylowa

~ CHy

- CH = NH
-cnaou
- O,
e« CH ~

|

METIONI NA
HISTYDYNA

SERYNA

SERYNA § GLICYNA
SERYNA

TRYPTOF AN




azz[mﬂwm'ca lnmu 1 -

PANTETENA

Najwazniejsza forma CoA jest jego potaczenie 2 grupa |[ACETYLOWA|w
CH3C S SCeA. Zwiazek ten powstaje gidwnie w wyniku przemian kw. tiusz-
czowych i weglowodandw.

i P 2 T T
et

Ditosfotiamtna — OPT

Dawniej okreslana jako PIROFOSFORAN TIAMINY CTPP)
KOENZYM TEN PRZENOST s '
l-[GkUPE ALDEHYDU OCTOVEGO] powstata W wyniku dekarbakaylacyy kw
pPirogrono eg9o.




KOENZYMY

e AN S
ca,j-coon 4+ DPT e} ‘/L ’(:2“35’9“‘?""‘9“'?”‘”
‘ o oA
;..
8 °°=
g’ o

2. Przenosi |GRUPE -ALDEHYDU GLIKOLOWEGO [~ w cyklu pentozowo fosforanc-
wym jako koenzym THANSKETOLAZY.

‘%\ﬁ } A
oG /{RCIWWO_&O.&«!

ad

r - 5
3., Przencsi |GRUPE SEMIALDEHYDU BURSZTYNOWEGO! (w cyklu KREBSA)

mﬁfwosgﬂ
L

do
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KWASY NUKLEFNOWE

9. KWASY NUXLEINOWE

‘[K'IASV MﬂMlsq wielkoczasteczkowymi substancjami  2iodonymi,
dajacymi po celkowite] hydrc!izﬂ hetearocykliczne ZAsSADY AZOTOWE. (pi-
rymidznowe i purynowe), PENTOZE (ryboze badz dezoksyryboze) oraz Kwas
FOSFOROWY . .

[ZASADY PIRYRIDYNOWE |posiadnia gwa stomy azoty w pierécieniu w  po-

zyc:i 1 3 wg numeracii ustalone) ne Konwencii Genewskiej. Do naj-

czotcie; spotykanych w kwasech nukieinowych zasad pirymidynowych na-
leza: CYTOZYNA. TYMINA, URACYL .

NHz

HN

':l T
Uragrl Tymina
2‘°"‘V"'W 24~dickry— - Semetylom2.4= .
pirymidyaa ;irymidyna dicknypirymidyna

Zasady te moga wystepowal w trzech formach tautomerycznych.

[ZASADY PURYNOWE | zbudowar.e 8a z dwéch pierdcieni: pirymidynowego i
l-dd-quo-ogo. posiadaja cztery atomy azaty w pozycluch oznaczonych
1.3.7.9. Zasady purw.oﬁ wystepulace W kwasach aukleinowych @ to:
mw a wirdd produktdw rozpadu znejdulemy MEOKSANTYNE .
KSANTYNE | KWAS MOCZOWY.

ww@




Zasady azotowe taczac sie z cukrem ryboza lub  decksyryboza tworza

Wiazanie 1aczace zasade azotowa z cukrem nosi nuéwe'n-gltkozmw-'
go i 2aczy .azot-1 zasady p:rm:dynowej hadz azot-9 zaaady punrnowej 3
-Ci cukru (7 odrézmeniu anumencjl w PJertc:eniu. atomy . mla cukru
oznacza sie cyframi od 1° do 57).

azwy nuklwosydow LworZy sie od  pazw zasad]~ w - przypadxu zasad

pirymidynowych dodaie sie kohcdwke ~ dyna, np. cyty-dyna, ury-dyna,
tymi-dyna, a W przypadku zasad purynowych ~ zyna, np. adenc—-zyna, gua-—
no-zyna, natcmiast odpowiednia pochodna hipoksantyny nosi  nazwe . ino-—
zan ’

Nukjleotydy P\/H"tﬂ]i przez. _zestryfikowanie w pozycjx 5 —weglu cukru

reszta kwasu fosfor owego

50 &

X .
aanp L o

4
o o
Ewpe druuradenozynomonofosforowy BEwas c,rgydybommofmfmwy

W identycuny spoadd

G (THP).
UMP) orez kwas g_ajo-yr.omp* 28 Orowy

kwas Urzeie
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KWASY INUKLE I NOWE

(GMP). Zwiazki te moZna réwniez okratl;é jako.‘ tyﬁidvnomonoféstbrah;
urvdvnomonofosforan itd.

' [Kwasy nukleinowe sg,wfelkoczastecgkowymi polinukleotydam:] Nukleo~
tydy potaczone sa ze soba w taficuch przez reszte Xwasu fosforowego
-dazanltlli diestrowymi !W&M‘.'

L ]
OH 0o

Fragment waoru kwasu rybonukleinowego ( struktira I=rzedovwa )

Fragment kwasu rybonukleinowego (struktura pierwszorzedowa) .
Wirdd kwaséw nukleinowych rozrézniamy dwa typy: [KMAS RYBONUK i

WYI(RNA) 1 [KVAS DEGKSYRYGONUKLEINOWY 1 (DNA) Podstawswa cochy st ruxtu-

raina odrdzniajaca 2ancuchy polirvho- od polideckeyrybonuklentyddw

Jest wystepowanie w tych ostatnich cukru ~ deokayrybogy (brak tlenu W
L 4 PR RSN S

pozycil 2'). Poza tym w kwasie dooksyr ybonukleinowym wyst

AT BE N &
NA, ktore) mieisce w kwasie rybonuklelbDowym za nise URACYL. (2ass

% ad it

o |

kwasu decksyrybonukleinowego zbudcwans ta 2 gwich yhreconyc

h Arubowo
e g

Fafcuchéw polinukleotydodyen. badouchy Le wa wraseamis po

WA

zalvams wodorowym: .

170



KWASY INUKLE §INOWE

Sakuncja zasad w obydwu lancuchach Jnt komplementarna, w nysl
R istnieja warunki przestrzen-—

ne umozliwiajace powstawanie mostkéw wodorowych miedzy zasadami: ADE-
NINA | TYMINA Oraz CYTOZVNA ! &m

czek, chociaz w obrqb:e tego samego iaﬁcucha polirybonuklootydowoqo
moga wys'fc owad pcwno odcmki wza.jemnie komplementarno _tworzac sple—
cione struktury. Podobriie jak w DNA sploty te sa utrwalone wiazaniami
wodorowym; miedzy resztami ademn{(_-;«uracylu oraz cytozyny 1 . guaniny.
Kzodzy_;pTgionyml fraqmentlm: tafcucha wy s tepuja pet le, w ktérych

znajduja sie zasady purynowe i pirymidynowe nie powiazane wiazaniami

wodorowymi .

Funkcje biologiczne kwasdw nukleinowych : kwasy ‘deok.syryhonuklen—
nowe wystepuja gidwnie w jadrze komérkowym wchodzac w skiad chromoso-
méw i sa odpowiedzialne za przekazywanie informacii Agenétycznej “Z ko-
mdrek macierzystych do potomnych. Qg_m‘eg. ienia ostatnich lat wskazuja
na obecnosé DNA tg}sze. w iﬁhxgb strukturach korhé[)gg_:xch - W mg‘gochg'g—
driach i chloroplastach.

W komdrce sa trzy rodzaje kwasu rybonukleinowego, mianowicie: rybo-

soma lny informacyiny [(m-RNA) |i transportujacy (rozpuszczalny)
- przenoszacy aminokwasy|(t-RNA lub s~RNA) ] Podziai ten jest zwiazany
z funkcia poszczegdlnych Xwaséw rybonukleinowych w biosyntezie biatek.
z chemiéznego punktu widzenia te trzy rodzaje RNA rdéiZnia sie przede
wszystkir ciezarem czasteczkowym i skiadem zasad. Rybosomalny RNA ma
ciezar czasteczkowy ok. 500.000 do miliona. lnfomMnu—
k leinowe chnrakteryzuj'q sie¢ ciezarem czasteczkowym w granicach kilku—
set tysiecy, a pod wzgledem skiadu zasad sa komp lementarne do odpo-
wiedniego odcinka nici DNA, na Xtérym odbywa sie ich synteza. Przenos-—
nikowe kwasy rybo u.k,leinowo maja znacznie hiZsze ciezary czasteczkowe.
w granicach 25 00 iy 30.000. Sa one rozpuazczalne w cytoplazmie i stad
nazwane sa réwnict rozpuszczalnymi RNA.




EWASY NUKEEINOWE - EWICZIENIA

CZESC PRAKTYCINA

30 IZOLOWANIE RNA Z DROZDZY
ODCZYNNKI:

i. 20% kwas trojchlorcoctowy

2. k:oton

3. Mieszanina acetonu 1 eteru (1 ¢ 1)

4. 96% alkohol etylowy

8. 10% NaCl

B
WYKONANE: Oduwagyd 2 g swiedych drozddy plekarskich do prodowki wirow-
niczej o pojemnosci ok. (& cm‘a. doddé 2 cn? wody destylowvans) 1 wymie~
szalé bagiethg celem otlrzymania zawiesiny. Probéwke wstawid do zlewki =z
Lodem. Po uplywis Rilku minut dodaé & cm3 20% CC13C(X7H (TCA) ozigdbio-
° nego do ok. 0%¢C. Zawartoss protdwki u&niosz‘uc‘ starannie bagietkqg, po
uptywie 15 min. un.rowad w ciggu 10 min. przy 3000 obr. /min. Plyn 2 nad
osadu (sugornacant)‘ ;g\auequcy hmsorospuszcquno zwigahki drobnoczq-
steczkhowe odrzuca sr.q. a probowke 2z osadem ponownie umieszcea ,,i!._L\U
3lowco 2 lodem. Celem odmyct.a cCcl COOH oraz Veunq,zkéw Lipidownch. do
osadu doda_;o sig 8 cms acetonu, uprcodm.o ozigbionego do Oo C, miesgza
sie bagietkqg i po uptywie 5 min. wiruje ok. 8 min. przy 2000 obr. min.
Suprnatant wylewa sig, a osad ponouwnie przomywa siq 8 r:m'? acetonu i

e T ———

w—tfy!;o. Po raz treeci przemywa siq osad 8 cn3 -“;:;;;miny acetonu U
'etoru i odstowia na 5 min. w temp. pokojowe). Nastepnie wiruje sie
preez 10 min. przy 3000 obr. /min. Supernatant odrzucq si@. a csad su-
s2y w strumieniu cieplego powvietrza. Do wysuszonego osadu dodaje si¢ 3
cma 10% NaCl ( miesza starannie bagiethkq. Probdwke mamyka sig korkiem
2 chlodnicekqg powictrzng | umieszcza we wregce) tadnl wodne) na 40
min. Po zakoriczeniu ekstirakc ji sawvartosé probduwki naledy ochlodasié, a
nastgpnie odwirowad. Supernatant zawlerajgcy hoasy nukletnowe praelad
do suche) probdwhki { wstawid¢ na 5 min. do zlewki 2 lodem. Nasiepnie
dodaé 7 cas oczigbionego do 0% etanolu w celu wytrgcenta RNA, dokladnie
wym‘ofcad sawartodé prodbowki 1 pozostawid nav .16 min. w temp. oh. o%c.
Po tym czasie wirowaé ok. {0 min. przy 3000 obr. min. Supernatant od-
rzucidé. Osad RNA rozpuscic w 10 ml H20 L przechowad w loddwce do nas-
tepnego {vwicsenia.



; i
, NA PODSTAWE ZAWARTOSC! RYBOZY

ZASADA: Do oznaczania rybozy i dezoksvryhozy stosuje sie roakc_i_ barw-
ne., odpowiednio z orcyna i difmloam:m Na uwage zasiuguje fakt, Ze
absorbancje roztworW"'" Jerajacych réwnowazne ilo#ci wolnej rybozy i
RNA ré2nia sie znaczni. Wynika 'to z tego, Ze z orcvn-\ roayu.h reszty )
rybozy, od ktérych zottaia odszcquiona 2asada azotqwa. W wiqknotci -
metod podczas wwoivvania bnrvy ulegaja hydrolizie Jedynig ‘nukleotydy
purynawe, natomiut pzrxm;dynowo pozosta:n nietkmqte Stad absorban-
cie prébek zawjerajqcvch RNA sa hizsze niz wynikatoby to z zawartodci '
rybozy i zalezg od kladu nuk'g_WWhJ od_stosunku puryn do
pxrym:dyn Uwag: te dotycza réwniez oznaczania deoksyrybozy. .

Otrzymune wyniki oznaczen RNA : DNA na podstaw:e fostoru badz rybo—‘
zy i deoksyrybozy odnosi  sie do iloéci materiatu biologicznego w
prébce i oblzcza s:e zawartosé tych zmgzkbw w. catej tkance.

m :

1. Standardowy roztwor RNA drozdzy 300 ugrcm

2. 6% alkoholowy roztwor orcyny

3. Roztwor chlorku z.lazo-ogo w kwasie solny- 2 cn3 10X roztworu
3

FeCl 5“200‘00(:. st ,k solnegol.

WYKRESLENIE KRZYWEJ W2ORCOWEJ. )
Porumerowad probéwki od 1 do 10. Do probéwki 1 i 2: 3 4 4; 53 6; 7 i
8 doda¢ odpowiednio 0.5, i 1.0, 2,0 i 30 cm® roztworu standardowego
RNA. Do probdwek 9 i 10 odmierzy¢ 3 cm3 wody destylowane) (préba <Sle—
pa). Do probdwek 1 - 6 doda¢ taka ilo$¢ wody. by sumaryczna objetosd
wynosita réwniez 3 cm> np. do probowki 1 i 2 dodaé po 2.5 cm° wody., 3
i 4 po 2,0 cm3 wody 1td. Do wszystkich probdwek dodaé po 6 cm3 roztwo~
ru chlorku 2elszowege 1 0.4 cm3 roztworu orcyny. Po wymieszaniu pro-
béwki wetawié do wrzacej iaZni wodnej na 20 min. Po oziebieniu ozna-
czy< absorbancie przy diugodci fali 660 nm. Wykreslié krzywa wzorcowa.

WYKONANIE OZNACZENIA 2awartofcl RNA. Do dwich probdwek odmiersyd po 1
ca3 roztworu RNA L po 2 r.‘n3 wody. Dalsse postepowanie jest identyczne
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m umlm WIWIA

Jak pray preygotowaniu krzywe) waorcowej. Po pomtarse absorbdanc i w 660
nm odczytal & krzywe) ilosdé RNA» znajdujacg sie w oznaczonych prodrach. -

Smdnta = Mch mthdw Cr) odpovtndﬂ ilodgci RNA znajdujocege sie. w- it

m’lwm R}u Stad tlo!é RNA ("RIR m;cha si¢@ w calofci roz-
tuom (v). ne podstqwu oznacsenia rybozy wynost

e

=g

*m'- 1000

j ODROZNIANIE RNA DD DNA
32 i _ j

REAKCJIA Z ORCYNA

WYKONANIE: Do 2 probdwek zawierajacych po 1 ca\30.1% roztwordw RNA &
DNA dodad réwng objetodd 6% roztworu orcyny 1  umiefcié prodduki we
‘wrzgce) tagni wodnej na 15 r‘n'l‘n.. ¥ prodbdwce zawierajacej RNA powstaje
zielone zabarwienie. DNA daje okoto 10-krotnie skabszy odczyn : z roz-
Lworem orcymy. 7 I

- ZASADA : Pentozy wolno oraz zwiazunc i kwasach nuklo;nawych ogrzewane
ze st.ctonvm Hcl przechodzg w wtural ktérv z orcyna 1 jonami Fe' i
tworzy trwaty kompleks o zielonej barwie.

REAKCUA Z DIFENVLOAMINA

WYKONANIE : Do proddwek zawierajgcych po caao.m romtvordw RNA x'. DNA
dodad podwd jng objetogd roztworu dwufenyloaminy. Probdwhi umiedcid we
wrzgce) ta#ni wodnej na {0 min. W prodduce zawierajgcej DNA powstaje
niedieskhie zadarwiente. B.r-ny ko,lgl{s z dewufenylocamina daje deoksy~
ryboza. RNA 1)1. vykozujo“‘dodat;\s—ﬁo odczy;n.l - probie dwuf enyl camt no-
we j.
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KWASY MUKLEINOWE - EWICZENIA

REAKCUA T-'Euuzsm_ NA DEOKSYRYBOZE -

WYKOMANIE : Do 1 cm> 0.1% roatworu DNA dodaé 5 - 6 kropli { N HCL- ¢
probdwke umiescid we wrzacej tad#nil wodrwj_m okres 5 min. Po oziqb;o:—
niu doprowadzid pN foctworu do 5 za ponbcq 0.1 N NaOH. Noastepnie do-
dac 2 en’ odezynnika Schiffa. Powstaje czerwone zabarwienie wskazujace

na obecnos¢ decksyrybozy. Powtorzyc powyzsza reakcje z roztworem RNA.

OpCZVMNIK SCHIFFA (0.2 g fuksyny rozpuscié na goraco w 120 o wody .
Po ostudzeniu dodaé stopniowo 10% roztworu NQHSO3, az do odbarwienia
raoztworu) .

ZASADA : Reakc ja F'aulgvna z odczynnikiem Schiffa jest szeroko stosowa-
na w metodach histochemicznych do wybiorczego wybarwiania jader i
chromosomow. Deoksyryboza uwolniona w kwasowym srodowisku z DNA (hy-
droliza wiqz&nia' N~glikozydowego i1 uwolnienie grupy aldehydowej pento-
zy) daje dodatni odczyn z odczynnikiem Schiffa. :

& m KWASNA HYDROL IZA KWASOW NUKLE INOWYCH

WYKWNOE: 10 cms 0,1% roztworv RNA ogrzewad we wrzqce; ta#ni wodne)

w ciggu 45 minut 2 10 cn3

IOX-NZSO‘, Uzyskany hydrolisat study do dal-
seych prod. ! ' . :
M: Kvuv nuklcinwe oyrzevnnc 2 mocnymi kwuni niorganicznyln
ulegaja’ nydrohzn do wolnych zasad vurmovych i' - nukleotydéw pirymi~
dynowch.v cely rouotcnu m ttmjo sie ogrzewanie z 1 'N" HCl  1lub
10% H,$0, w 100°C, '

bm .

WiossE ;Do 1 en® hydtol(utu RN dodod 1 cn® #tedonego NCL © hry- -
sstateh: floro‘lacyny M&wr W db wraenia. Pouncjo ‘czerwone .
sabarwienie. duad:-qco o oboean#c; pmo-y Wh rtatcju ,-trs
cukry.

an: mozv




& T0 WYKRYWANIE KWASU FOSFOROWEGO

WYKONARIE - 0.8 én® hydrolizatu kuasu nukleinowego zobojetnid roztwo-
bra aroniaku, Nastepnie dodad 0,5 cns stedonego Hms. P-4 cm3 roztworu
molibdeniany amonowego. 2 todé probdwki ogrzal do wrzenia.. Wytraca
sig #5ity osad fosforomolibdenidanu GMONOWVego. 4 ;

» ; WVmwAm: ZASAD AZOTOWYCH (PURYND

Wykonanie:(1) Do 1 end hydrolisaty RNA dedad roztworu amoniaku do sta-
* bo alkalicenego odcayﬁu. Jesll wystqpr 'cmtm‘.bnio' - prezesaceyé, a na-

stepnie doda:_‘ 3 cn3 amoniakalnego roztworu wodorotlenku srebra. Wy-

trgca sig@ osad nierozpuszczalnych w amoniaku soli srebrowych puryn.

Wykonamie : {(2) Do 1 cn'? kwagnego hydrolizatu RNA dodawad 1 N NaOWNH do
stabo kwasnego oddziatywania wobsc papierka Kongo. Roztwdr zagotowac .,
dodal 4 - 6 kropli 1% CuSO, t{ .ostrodnie, kroplami ‘dodad - nasycony
‘rostwsr NaMsSO,. ; !

2

ZASADA : Kwasgny siarczyn sodu redukuje jony Cu g do Cu*. ktére z pury-~

nami tworza nierozpuszczalne sole miedziawe.



0. LIPIDY

(5137 sa Zviazkamt nloﬂmpuszcmw w wodzie] Ta ich charaktery—
styczna cecha wynika 'z spelarned struktury gm;ﬂzkm Zwizzki - te
rozpuszczaia sie zatem dobrze w nhpolarnych rozvuazcznlnxknch Ol"mﬂr- )
cmvch-vmmmmmmmmm wr-
gla, benzenie. m w nieznacznie mniejszm atopniu - w g_ggngj_u i
metanolu.

Apolarny charakicr.custocz&kjosl PrZYyCEYna mtvpovavda v piynnch
ustrojowych organizmu lipidow w posteci odrebnef faxy - EMULSIT. FvJ
organizmach znaczna czesd lipiddw wstcpuje jako mdter:ai zapuowy 8a
to przede wezystkim tluszcze zapasowe siutace g&éwme jako materiat
energetyczny. [TEUSPCIE ZAPASOWE]| odkiadane sa bprzewainie w tkance
podskérnei i w ckolieach jamy brzusznei (te siuza réwniet jeko matariad
izolacyiny) . Pewna czesd lipiddw wchodzi w skiad Mt&d strukturai-
nych, sa to tzw. [LIPYDY WARZADOWE] W znac-nych. ilogéciach wystepuia we
wigknach nerwowych, w thance pézgowei, sa skiadnikiem bien komsrkowych
gdzie peinia waZna role gwiazna 2z @elekiywna przepuszczalnogceia.

Ponadto sa wazZnymi skiadnikani pofywienia, nie tylko ze wzgledu na ich

duZa wartosd energetyczna, ale rdéwniez dlstego, iz ;&ggé&é& gig W nich
Lgmx_gx rozpyuszezaine w tiuszezoch. -
““Lipidy dzieli siw namml:t!uszcze utasciwe i woskid, w

skiad ktérych wehodzi alkohol i kwasy tiuszczowe oraz [TEUSZRAT ™ ZE0EG-

E jxtére obok alkoholu i kwaséw tluszczowych zawieraja jeszcze inne
sktadniki np. xwag fosforowy, gholine czy galaktoze.

10.1. TeUsSZCZE PROSTE

1011 Teuszeze weasome

T TLUSEEA WUASCYVE BR ESTRANT "GLICEROLY] (tréjwodorot leaowy alkohol)
i WYZSZYCH KWASOW TLUSZCZOWYCH | (jednokarboksylowe slifatyczne Xkwasy
organiczne) . Najcze$ciel sa miewzanina trdigliceryddw rdznych kwasdw
ttuszezowyth. Kwasy tiuszczowe wystepuiace ¥ tiuszczach pnaturalnych
zewyeraja zwykle perzysta ilodc atomew we3gla. co jest wynikiem ich

gyntezy z dwuwgglowych fragmeptdw.
Jednym -z nielicznych kwasdw 9 nieparzystel liczbie atomdyw wegla.
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wyodrbbniomm z tiuszcezdw jest wm rcus) CHCH coou. .
Kwas ten w znncsmych ilogdciach wystepuje w tranach. Egg_gg_g_g kwasy
tiuszczowe moga by¢ [NASYCONE] (bez wiazas pod-m (Tab. ). badz

M(zw’uraj\ jedno lub wiecei wiazan podwéinych) (Tab. ).

Wrasnosci fizyczne tluszczu 2aleza od rodzaju wchodzacych w jego skiad

lnmsov '.luszczowych i stopnla ich nienasycenia tj. od liczby wiazan
podwojnych. > ’

Obecnods wiazah mzéi.nx_tzh obni#a temperature topnienje np.dla kwa-
séw 18 weglowych z +70°C dla kwasu stearynowego, do +13°C dla kwasu
oleinowego. Tiuszcze o dufej zawartogci niensasyconych kwasdéw tiuszczo-
wych 83 ciekite, olpiste. W ardinych tiuszczsch wystepuja kwasy tiusz-—
czowe o rancuchach zbudowanych z 4 do 26 aromdxw wegla. Pleruwsze 2 nich

msja konsystencje plynna, im fafcuch jest diu
ich temperatura

Zszy tym wyZsza staje sie
topnienia, -

TATEL A
MNASYCOMNE KCWASY TEUSZCZ TWE
(wg. H.A. Harpera "Larys Chemiil Fiziclogicznei”" PZWL 1983 str. 15)

NAZWA XWASUY WZOR ZWI AZXU Tewp. WYSTEPOWANTE
top, C

W ;.www,';:h Liuszczach »

MASLOWY Cgh?COOH ~- 7,9 madych ilosciach (zwia-
SIZCTH W MRILIed

L Produkt fermentacji w

zotadku prrezuweczy.

KAPRONOWY ’ 'Csﬁi 4 COOH - 3,8

{heksenowy?

KAPRYLOWY CTH, sC(X)ﬁ + 16,7 ¥ wielu Liunzczach w

(oktanowy) malych {losciach

- (laczuie 72 masiemd,

KAPRYNOWY CgHy groo + 31,6 z"ff;’" iy thuszczach

Cdek anowy? roslinnysh,

LAURYNOWY Cl 1 H_,,’CO(.)H * 44,2 Gl br ot , ¢ ynamsi, Nastons
valmy, ole ! kokusowy,
OWix WS X yisis

KIRYSTYNOWY (, H_,7C00H ¥ 83,9 Gal¥a wuszkatolows, ne-~
slona paley,ole) koka-
sawy, mirt
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PALMITYMOWY CoHyg COOH | 913,38 [Powszechinie we wszyst-

: ; kich tkuszezach awie-
STEARYNOWY £: S O ] Sl - RREYER b Fusd S
ARACHI DOWY €y oMo COOH 75, 3 Olej z orzeszkow ziem-

19
: nych
BEHEKRO¥Y _ C21H‘3C00ﬂ +79, 8 Nastons
LIGNGCERYNOWY | €, H . COOH ¢ 84,2 |Cerebrozydy,olsj z or ze-]l
szkow ziemnych
- L - - y

CEROTONOWY C25H51C0m1 + 87,7 i ueszez weiny owcze

ych w Tab. kwasdw tiuszczowych nasyconych sa roz-

Pieywsz

puszczaline lub czesScicowo rozpuszczalne w wodzie, sa letne z para wodna

o

1 posiadaja charakterystyczny zapach. Kﬁasy zawierajace w iaficuchu

atomdw wegla sa pilerozpuszczalne w wodzie, sa nislotne 1

Tnego zapachu. Grups karboksylowa kwasu tlusz-

cxoOwego jest polarna i dzieki Lenu wykazuje duze powinmowactwo do wody,
natomiast alifatyczny lancuch ma charakter apolarny i jest hydrofo-—
bowy. Dziek: *emu wiadnie kwasy tiuszczowe o krétkich 1ancuchach., w
¥térych polerna grupa karboksylowa ma przewage nad krétkim apolarnym
taficuchenm wes | owodorowym, Sa ryozpuszczalne w wodzie.
TaseLa - ‘
nuawssvcnm: KWASY TLUSZCZOWE
(WG E F}.;pouxczc "Biochemia t.1%, PWN. 19/3 str. 320)

S s ~friesce : ‘ ; ffo-pu L

NAZWA KWASY |poowoy-|  VEOR DMTAZXU top: & ::’sargpo-
T sy O, . 7 g

OLEGPALI TYNOWY | 3 . | CHCCH) CHmCH(CH,) - 0 Jtruszcze
: - ~CODR : ' | ssakow

% %

OLEINOWY Colujo=f 3 | CH (cua),cu-cu(cnz) 13,4 |(usecze E:
wr o e ~CooH ssakow
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ERUKOWY 1 CHGCTH,) , CHRCHCCH,Y | -] +33,7 | cleje
; C roslinne
. T ‘ . cerebro-
NERWONOWY 1 CHCCH,, ), CHRCHOCHL) | o= | +33,0 o,
~COGH 3%
Y N o ole je,
LY NOLOWY 2 CH,CCH,) ,CCH=CHD , 5,0 sty
~CCH,,) . COOH 16 fosfat ydy
LI NOLENOWY 3 ] oHyoCcHeci (C - | ] ole)
~COOH . \ 1 ni any
ARACHI DONOWY & (‘.'Ha( CH.)Y  C(CHsCHD ‘— ~AG, S ot al ydy
~ £CH,) ;CO0H AG |

Nienasycone kwasy tiuszrizowe dzigk: obgcnosc)y wiazad podeonyc!
wystepuja w postaciach[TZOMERYCZNYCH] ktore okre<laja poicienie ian-

cuchdw w odniesieniu do ptaszczyzny przeprowadzone) prz2ez podws e

wiazanie.
Jefeli oba fragmenty tancucha mieszcza si1e@ po  Ltel oSame) stronpe
paszczyzny tworzy sig cdmiana[CIS)i przeciwnie - g¢y sa po ol oLr.

nach pragzczyzpy tworzy sie odmiana (TRANS] Jako przyklad tych  diastes
reoizomerow moga posiuzyc KWAS.OLEINOWY i ELAIDYNOWY.

KWAS OLE INOWY (ODMIANA CiS)

AVAVAVAVAVaVaVaVas
KWAS ELAIDYNOWY (ODMSIANA TRANS)

180



¥ TEUSZCZACH MATURALNYCH wystepuje tylko odmiana CIS. | Z  kwaséw
nienasyconych skiadnikami tiuszczéw sa gidwnie kwasy: oleinowy. 1ino-
lowy i linolenowy.
Sposrdédd Xwaséw t!u-zczowvch na uwag. zulnguja takzo OKSYKWASY np.
x\us CEREBRONOWY CR3(CH2) C‘.'!OHCOOH czy

KWAS OKSYNERWOMOWY CH (CH,),CHCH(CH,) ; ,~CHOHCOOH,
Ktére sa gkiadnikami mmumﬂ,.

Estrowa hudwa utrova nada;e tl u.zcm odpowiedni charakter che-
miczny. wmmmhmumimm pod dz;.gn
niem lipez. ammmmmuiimmm_m_m;azm
dzietaniem wilgoci, gwiatia, powietrza. a nawet przy udziale drobno-
ustrojéw. W wyniku tych czynnikéw zachodzi proces, ktéry NOSI NAZWE
[EECZEWIX]: polege na utlenianju nienasyconych kwaséw tiuszczowych w
wyniku. czego tlen przylacza sie do p_odub:nych wiazad tworzac nadtlen—
ki. W daiszym etapie 2aficuchy ulegaja rozerwaniu i w przypadku niZ-
gzych kweséw tiuszczowych powstaia[KETONY] z wyZszych kwaséw tiusz-
gzowych powstaja [ALDEAYDY] Zijeiczaly tiuszcz poza specyficznym, nie-

przyjemnym zapachemma obniZona warto$¢ odZywcza.

10.1.2. Woski
Woski vystepula zaréwno w organizmach zwierzecych jak i rodglinnych
peiniac gidwnie role ochronna i budulcowa. Pokrywaja cienka warstwa
zewnetrzne powioki organizméw zwierzecych i roflinnych chroniac Jje
przed odparowywaniem wody, a wiec przed nadmierna 3jej utrata. To
echronne dzislanie woskow zwiazane jest z ich nierozpuszczalnoscia w
wodzie i duia g;eofngégz; na dzigianie czynnikéw chemicznych.

Pod wzgledem budowy chemicznej’vosu sa zlozonyml mieszaninami es-
trow wyzszych jednowodorotlenowych, jednonienasyconych alkoholi o 16 -
jednokarboksylowych mnasyconych i  nienasyconych |

31 atomach wegla i

\—"/«
kwasow tluszczowych. (Charakterystyczna cecha ich budowy jest to, Ze

czesto kwas 3 anohol wchodzgcc w o skiad  wosku, maja te sama ilosc

comaro

etoméu wegia.
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10.2. Teuszcze zxozons

JTiuszcze ziofone v znacznych ilosciach wystepuja ¥ organizmach
zwierzecych. W potaczeniu z biaikami tworza biony péiprzepuszczalne wy=
stepuiac jasko biony komérkowe, jadrows czy mitochondrijalne. Ponadto
wchodza one w skiad tkanki nerwowej i1 mdzgu zwierzat, znajduja sie w
krwi, limfie, watrobie, miedniach i 2&itku jaj.

ZE WZGLEDU NA RODZAJS ALKOHOLU (OL ICEROL . SF INGOZYNA) wchodzacego w
skiad czasteczki i skiadnik dodatkowy, tiuszcze zioZone, dzieli sie na:

|3. FOSFOLIPIDY GLICEROLOWE CFOSFOGLICERYDY) |
1. KWASY FOSFATYDOWE
2. LECYTYNY (fosfotydylocholiny)
3. KEFALINY R/ (fosfatydyloetancloaminy)
B/ (fosfatydyloseryny)
4. FOSFOINOZYTYDY
5. PLAZMALOGENY
6. KARDIOLIPINY
7. LIZOLECYTYNY

|2. sFIncoLIPIDY)
SFINGOMIELINY
CEREBROZYDY
SULFOLIPIDY
GANGLIOZYDY

W -

10.2.1. FOSFOOGL ICERYDY

Fosfoglicerydy zbudowane sa z glicerolu, ktérege dwis grupy hydro-
ksy lowe zestryfikowane sa resztami, kwasdw tiuszczowych., a4 tr2ecia Xwa-
sem fosforowym. '
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.
Do takich fosfoglicerydéw nalezy[KWAS FOSFATYDOWY |

OH
wazny igzek S 1w i o i fosfolipidow., W le—
cytynach kwas fosforowy zestryfikowany jest [CHOLINA] Sa to zwiazki
petniace w organizmach funkcje metaboliczne i strukturalne.
[o]
cxvla-o--lf-'lz1
& 2
CH-0-8-r FosFATYDYLOCHOLINA
2 CH3
(o]
v +/ (LECYTYNAD
CH2-O— -0- CHZ-CPla—N\—— CH3
OH CHy
Fosfoglicerydy z=awierajace éo;gm;ng (etanoloamine) lub seryng nazywane

. [o]
r"!e—o-&-ki
o FOSF ATYDYLOETANOLOAMINA
CH_OCé{,RZ (KEFALINA KOLAMINOWA)
C“z‘°‘T’°‘°“z"°“a"'“*z
OH
L0
C“z'o‘-)&-ﬁ, FosSFATYDYLOSERYNA
Lg_o.é.'gz (KEFALINA SERYNOWA -
* o :
~ SERYNOKEF ALINA)
OH
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[FOSFOTNGZYTYDY | znajduia sie w tkance mézgowej, sStwierdzono takze
ich obecno$¢ w niektérych tkankach roslinnych. W zwiazkach tych reszta
u i ) wa INOZYTOLU.

e
|7 o

@-0-C-»,
c'n—co--g--o‘:n 'y
.

oH

[PLAZWALGGENY | przy atomie wegla €, glicerclu zamiast wiazania es-
trowego maja Hiazanie eterowe 2z forma.-enolowa aldebydu. Drugi atom we-

gla glicerolu zestryfikowany jest nienasyconym kwasem tluszczowym.
Zwiazki te wystepuja w tkance(mézggng i rn_jgs_r_dgweD.

% CHZ-O-CH-CH-R
o 1
‘2 CH=0-&~
pg
» cn?_-o-t:-o-alz—cuz-mz
OH
[KARDIOLTPINY |sa skiadnikami bion matochondraalnych. Powstaja przex
potaczenie dwéch czasteczek kwasu fosfatydowego -z grupami ~CH,O0H 311~
cerolu,
. T
]
o ¢|:H2-0-C-R’ ?"2.0-‘:—-__(;“2 o
uz-é-o-]:u o nc-on °© uc-o-c':-aa
§ | |
~0-P~0———CH -0~CH
HC | 2 ReC 2
0
OH
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[CIBOLECYTYNY posiadasa tylko jeden rodnik acylowy.

0 :
cna-o-c-:

e
J:na-o-ﬁ-o-cuz-alz-n\ cH,

Ola

©0.2.2. &uﬁoa.u#nm "

st tngo’xapidy zinxast GLICEROLY zawieraja diwodorotlepowy  amino-

alkehol -
CH~CCH) |, ~CHmCH-CH-CH-MH,

A,azc.,

Gdy Xwas uuszczowy jest gzwiazeny peptydowo 2 grupa aminows
C, SFINGOZYNY a do C; przylscze sig estrowo [FOSFORAN CHOLINY] -

pmtc)a Zwla._)u .te w znacznych ilofciach stwierdzong

otaczajacych widkna nerwowe, a takie

ooy
) § )
H < CH D 2-cuucu-cu‘?u-n-c—w. Coramid
T LI, |
4—03 iy
oa;s—aleiu\: cn,
o,
S ingomielins

CEREBROZYDY, SWFOLIPIDY i GANGLICZYDY ckredlane sa mianem GLIKO-
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LIPIDOW. Ziiazki te pod wzgledem budowy podobne sa do sfingomieliny,
rognia sie tylko padstawpikiem przy Cy SFINGOZYNA  zamiast, fosfocho-
liny posiada Wn zwlluna rnzto mlovodamva lub Je§ siar-
czanowa  pochodna.
Skiadnikiem cukrowym corebrozvdiw jest najczefciej €ALAKTOZA lub
GLUKQZA MM& Mm ; “FAE R Ja__.g_l__ozx_t_jag,‘g
&a%.ﬁi LesgLy sikigwel vehodza VRESOZY (slukgzn i galaktoza), hekso-

Zzamina i l:waa mwanamvy Sb;i]sdnxklon wszystkich sfmcxolxp)d&: J’eBt

ugrupowanie zwane mmm, powstaie 2 mgsz,g_u sfingozyny z kwasem
thuszczowym przez grupe Aminowa.

2

10.3. STERYDV.KAROTENOWCE | WITAMINY ROZPUSZCZALNE W TLUSZCZACH

W tuszczach naturalnych wyst'puge takze pewna ilodd steryddw. Ty-
EDS X 2 RZECYCH ~ JEST  CHOLESTEROL]
Wystepuije on w estrowym potaczeniu z wy2szymi kwasami tluszczowymi.
Jedynie me A CZEBCIOWO W QSOCZM-
cholesterol spotyka sie w astanie rolngu. .
ORGANIZM DOROSLEGO CZLOWIEKA ZAWIERA oxord .300 [} Mz ESTEROLU.
Znaczns jego 1losd wystepuie W g_g__gr" cl W po-

taczenlu z fosfolipidaml 1est gtgg‘n’ igm ﬁzgn h. ¥ oseczu

wystepuje okolo 3{)0 m‘% CI30-280mg™) (3,2 do €, 5 aenn) .':1-3) crmiester o=
1w, w wieksrotci Twiazany jest z lipidami <(glownie z kwasem palmit yrao

Fym I oleinowyin) i lipoproteidami.

Wystepujacy W organizmie cholesterol w RrzewaZoldifl..ddedild . dfdi..
29chodzenay endogsnnede, peowna jego czgéd dostarczana Jest do  orga-
nizmu 2z pokarmem, Dziennie okai o zq\choles;ero.u dostaye gie do jwii-
ta wraz z 2&8icia. ckoi:( 8 g medosta;e sie do Jejlata grubegoe 3 3ko

1ub - tadem. ¥ stanach patolo~
gleznych Ccukrzyca, nadcignienjed i przy giodzenly organizmu stezenie
cholesterolu moze wrZROSNAC kilkakrotnie. Niskir ate2enie cholesterolu

w chorobach zakaznych wywoiane jest zZwykle spadkiem jlodc) estrdw cho-
lesterolu » wyniky uszkodzenia watroby czy niedekrwistofcl hemolitycs-

Qn.cs‘rtn& jest prekursorem KWASON Z0LCICHMYCH oraz [HORRGWW STE-
RYDOWYCH] W organizmie rwierzecym. szczegdinie w_ watrobie 1 skérze
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czvsé cholesterolu ulega utlenieniu. do 7-DENYDROCHOLESTERGLE.  Zwiazek
ten uwazany jest za m;_gnmg gayZ pod wpiywem promieni ulttaf)o-

letowych preechodet .mm v

Prowitamina )eat takze m przechodzacv pod wphrwm pPromie—

niowania W 'Im TZv 13 vgitmxm S ]

[FETAMLYY D) mndwz.ua afchlammu wepnia i fosforandw z jelita. vplv—_
waja takss ' ln. Frocesy. vmunu kotci 1 gospodarowanie tccrorums
przez merki. Witamina D, jest silna trita-ma przcch&rzmc-n dla.
cziowieka. Wit Taminy T grupy D nie sa Jodm sttrydun M tnt-lnn A,

E i K tworga sz. .3 witamin W ¥ ‘Shuszczach. Witamina A
wystepule (acInie 2 w::mm D m)obﬁﬂn v oluumm

-7
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troby rybiej Ctrand. Dufs ilosé tej witeminy wystepuje takte w watrc—
bie innych zwierzat, mleku, masle, ¢éitku jaja kurzego. Prowitaminami
£a zwinzki z gruey karotenowcéw, KAROTENOWCE obejmuja liczna grupe
zwiazkéw, giéwnie barwnikéw roslinnych i zwierzecyéh. ktorych wspolnym
elementem budulcowym jest [m lub produkty jego uwodorowania.:
Charakterystycznymi ich barwami sa mte. " POIMI!!’_C;,Q'Q i .czerwone,
Barwé uwarunkowana jest obecnoécia sprzezonych wiazaft podwéjnych.’
Najaktywnieiszym z tej grupy prowitamin jest [f-KAROTEN] ktéry w wa-

trobie u ludzi ulega przemianie “m

.

B ~iamroten

[EETINGL Jwystepuje tylko w $w i ecie zwierzat (w watrobie. nerkach.
ptucach i tkance tiuszczowej). przede wszyuun w "éoatccx estrow 2z
wyzgzymi kwasami tiuszczowymi. Znana jest take vnamna-(B -dehy~

droretinol) : aktywnotd jej wynosi 40% aktywnodci retinolu.
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tokofuroh (B 1 r) oraz tokotrionolo wy)tnzuja duto miejsze akty\motc:
biclogiczne’ wynoszaco 1-5095 akty\mocc: e-—tckotorolu-

o Tokoferdl ~ witamina E

[WITAMINA Elwykazuie ochronne dziastanie przed :ut]eniemem, giownie
nienasyconych kwasédw tluszczowych. lstnieje séisla zaleZnosd zapo-—
trzebowania organiziou na witaming £ od spo2ycia wielonienagsyconych
Kkwasdw tiuszczowych.

Najlepie; poznana funkcia[WITAMINY K] jest katalizowanie syntezy

Pmlw_nx‘ez watrobe. bierze takze udzial w \nelu mne;scach e~
tabolizmu wapnia. Rozrd2niamy K, Jczyli FILLOCHINMON lub FITO-
Znane sa takze syntetyczne

NADION, ouzmczﬂx ENACTHY WO
*wiazki np. Y wykazujace aktywnosd witaminy K.
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10.4. REAKCIE CHARAKTERVSTVCZNE

Wvkonange: Do 3 probdwek m(orajqcyci\ po' 1 cm3 etanolu, eteru 1 chlo-

roformu dodajyemy odrobl.m tiuseceyu np smalcu, toju, oliwy. Stwierdza-
my rd#nice w mmzc:znlnaéct )
Tiuszcze latwo rozpuszczaja sle w eterze i chloroformie, trudno » eta=-
neod w.

38 OTRZVPMIYWANIE  AKROLE d1Y

W\'KC;N&NE: Do kropli oleju w probdwee dodajemy seceypie hkrystalicz—
nego RVASNEFO SLArCRAnU Polasowego - K.H:;C“ g Po  ogrzaniu  prodowkt
wyltwarza #i¢ PO pewnym ceasie akroleina, Ridra posnojemy o0 praykrym
zagpachu, lub (eZ modemy rozpoanad za pomocy shrawka bibuly  wmoc2onego
w arontakalnym ro®iworse AgON -~ pesek bibuty cxwrnieje.

[}
CH, 0N ol
= Y “w
CH~ON o ——t
§ - & B0 il
cuzou Ha Cﬂz
Blicerol Akroleine
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tworu roapuszczalnych myded ho,eniréh " kwasdw niscrgdmiczaoych. powoduje
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cofniocxe dysocjacii grupy knrboksylowej i. poﬂstanio niw:dysoc:lowuno——
go, nicrozpuszczalnogo w wodzie kwuu tluuczoueyo.

vma.zm oal-:cNoécl Mcomm x\uso'l Tr.uszczomm

: .

. m Do probMt da¢ & krople ‘ol iwy- t 5 cns 1 M roztworu Na2603
¥ o s v 4

Po wymiesganiu probouke lekko ogreal ( “wstreasajac__ kroplemi . dodawac

0,01 n'rostudi_m . aé do "hi;ﬂ-qucm sie okolo 2 minut rdiouogo

3
s
sadbarvienia.

M Pod wi ywem KMnO, dochodzi do rozerwania podwé:m»go wzqzanu z
rvawnocze-mm utlenieniem sq.s:odnich atomdw wegla. Kwas rozpada s:q na
T —————— i W

dwa lub wiecej fragmentv

L]

Hvxm Do dwoch probdwek odmierzamy po =4 cn3 1% roztworu masta i
.oleju lnianego w CCl Naostepnie dodajemy = t;l’l‘urety O.5"2‘ roztwir
b{wuterpchlorku wegla af do otrzymania lrwaiego brunatnego. za-
barwienia. Pordwnujemy Ylogd cu3 roztworwy, bra-'u:‘ zugytych do - kaddej

proby.
_Zawart’.o*r‘ nienagyconych kwasdw tiuszczowych okrefla sig =za pomoca
LICZBY JODOWEJ- Jest tu.ilm,mm,.)mw ktora yiaze 300 g badanego
it ot e
L2usZTCZM. '
—n j :
Przy badaniu tym wykorzystuje sie zdolno$é podwoinego wiazania,
obecnego W niepasyconych kwasach tluszczowych, do przytaczenia dwdch
atoméw chlorcwca. Najczedciei do oznaczania liczby jodowel uzywa gis

BROMU, gdy? reakcia z JODEM przebiega bardzo wolne.
¢

Yviconange: Do cylinderka = doselifowanym korkiem wliswony 2 cn3 zjeé~
czatego qigﬁ)y. . cagr«tt“omo.ﬂcl L. MOChO WS traasamy pra-;;”i"itm'.
Mostepnie doda)emy 2 cjfaa 0.715% roztworu regorcyny w benzenie, wylrzg-
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samy U pozostawlamy do caasu rozdzielenia sie warstw. Czerwone zabar-
wienie warstwy kwasowe) wskasuje na jelczenie aldehydowve.

ZASADA: Proces psucia slq truszczow nazywamny Jo!czonten. 'Zjawisko to
polega na rozpadzie ttuszczéw na gliceryne .I kwasy tiuszczowe oraz ich
dalsza przemiane pod w?h'wem tlenu atmosferycznego, ¢wiatia sioneczne-
go. ciepta. wxlgoci oraz bakterii i plesni. Tiuszcz zjeiczaly posia-
da niemita woh i przykry smak. Oleje psuja sie szybciej pod wpiywem
tilem anstérycznogo. gdyz atomy tlenu przyitaczaja sie do podwdjnych
wiazah. Powstaie ta drogs nadtlenki ulegaja rozkiadowi do aldehydéw.

Truszcze spoiyte w pokarmach rozkiadane sa przez|[LIPAZE TRZUSIKOWA]
Miara aktywnosci tego enzymu jest ilo$¢ kwaséw tluszczowych odszcze-
pionych podeczas inkubacii tréjg};‘gggxg' ow z enzymem. Warunkiem zabez-

pieczajacym efektywne dzialanie enzymu jest obecno$¢ 2d8ici. Zawarte w

zorcl kwasy 28iciowe dziataja emulgujaco na tiuszcoz, rozbijaja go na
maie kuleczki i tvm camym zwiekszaja poviiemchr_wic zctkniecia enzymu z
subsiratem. Uposledzenie trawienia Liuszczéw moie byé spowodowane nie-
dostateczna zawsrtogcis lipazy w soku trzustkowym lub brekiem (niedo-
borem) kwasdw 2é:ciowych. W stanach zapalnych trzustki na skutek ak-
tywacji enzymdw proteclitycznych, zawarte w eoku .trzustkowym skiadniki
ulegaja resorbcil do krwi, wdwczas moze dochodzid do zwiekszenia akty-
wnos$ci lipazy w surowicy. Lipaza trzustkowa jest enzymem bardzo nie-
trwetym i dlatego w celu wykazania jej dziaiania nalezy posiugiwad sie

$Swiezym preparatem trzustki.

Odszczepione pod wpiywem lipezy kwagsy tiuszczowe zmieniaja odczyn
srodowiska na lekko kwasny, ich ilo$d ¢znacza Sie pPrzZoz midrecziowanie
tugiem.

Opczvraakr — OLIWA
-~ 20kC rozcieniczona 100 razy
- 0,05 M BUFOR FOSFORANOWY o pH = 7.0
~ . SOK TRZUSTKOWY - przygotowany ze Swietej Lrzustki
- 0,1 N NaOH
- 1% ALKOHOLOWY ROZTWOR FENOLOFTALEY MY
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ﬂVKONANIE OMZENIA'
Kolojno‘é wkonmnycb czynnod#ci i dodawanych odczynnikéw zestawios

na jest w tqhx,ir_:yz

- CDCZYI KL AR RN ‘

ey
oxwa . . |os8cw . | 0,8cm’ 0,5 cm®
ROZCIERCZONA 20LC 5,0 cm® - 5,0 cm®
0,05 M BUFOR FOSFORANOWY | 5,0 cm® 5,0 cm® 5,0 cn®
H 0 2 - o 5,0 cm> - :

vy-doszac probonk.l przez onsro.lczno e
\!strzmnl.

SWIEZY SOK TRZUSTKOWY . | 2,0 ¢a’ | 2.0 ca® o
ZAGOTOWANY SOK TREUSTKOWY I - 2,0 cn®

Po dodaniu »szyslhl.ch cdezynnikdw 2awartogdc ptobdwh dohla&uo wymnte-
szad [ inkubowad praeg 20 minut w [temp. ‘0 C nzemjm ¢o pewien czas.

Po inkubdc ji 2awar tosc probéwh przclae do rolbek Ertonnayora. Po-
ptukujac je 3 razy wodg Poptuctyny slar.‘ ‘do holboh Zagotovad probéulu
zawierajgce aktyuny enzym Cprébra 1 & 2. Zamr;oté kafdejy hkolbki
miareczkowac 0,1 N NaOH _ wdywajac - jako vska#nika ’ fmolo)'zaloiny.
Podczas nta.roczkovarua sawor todd holbok mrgt.ckm,o Atmar.'. swia~
sscza pod honxoc nlarvcslwuavua

WYKONANIE OBL1 CZEN:. T ’
Wyniki_miarectkowania. mpdstw é‘_”J ako . i lose . mil awmdm—_
IO s el e, )

‘kéw Cmiliekmiwalontow) kw. tiuszczowych odszczepionveh przez 100 om
soku trzustkowego.
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; e : A b " 1000
1000 em” ©,4 N MaOH = 1000 cm” 0,1 N kw.tiuszcz. « -
B e ik : ‘ 6
4 cn® 0,1 N NWeOH °  odpowiada : x  mEq
A = cmsprébki badanej - cm3 préby'tlepej
A x 1000 WA
x mEq = - - liq dla badan.j objetosci soku
10 x 1000 310
. : A
2 cm soku trzustkowego mEq
: ; i0
3
100 cm™ soku trzustkowego ~ee—— . gy
100 x A RS ’ . 3
x = ~ mEq kwasow tluszczowych odszczepionych przez 100 cm
10 x 2 soku trzustkowego '

x = S x A mEq

REAKCJA LEBERMANA ~ BURCHARDA NA CHOLESTEROL

WYKONANIE: Do suchej probdwhi wlewamy I cng roetworu  cholesterclu w

P e

ostrotm.o po dciarkach probdwh; - & kro, ;to‘ono o H 50 Rozlwdr w
probowce staje sie kole jno . caerwony,’ /L’o!kawy.rin.obtvvski. € Lemno~
zielony. Obecnogé wody przesekadea w RQjSCiv reakc ji.

chloro/ormzo. doda jemy okolo 5 luop!t 'bo;mm actonco ot vlomy—



’ -me Do Mi ad-torcyc 0.5 “3 chlmjmgo mcworu g
la;tny l Do m{ do&c ktlho kroplt ~myconogo roztwory tro;-

V obocnol.ct mcmu\y A wst.pujo

Mc.n rowcja pom.l- na kolor;mﬂ.ryczn- mu;zani. karotonu-co-. o

A - WYKRYWANIE WITAMNY D

m Na suche szRietkRo markown naniesdc 1 krople witaminy D2
< krople- romtworu bronu w chloro/omlo (I 50). Krople dobrze mt.szac 2e .

wobq. Po pomyn czasie pojautn u.e niebieskave zaborwienie.

97
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SPIS TRESCI

STR.
1. WIADOMOSCI WSTEPNE | 1
1.1.  JONIZACJA WODY 1
1.2. DEFINICJA KWASU I ZASADY 2
1.3. DEFINICJA pH I pK 2
1.4. ROWNANIE HENDERSONA-HASSELBACHA 3
1.5. POJEMNOSC BUFOROWA : 3
2. AMINOKWASY | - 4
2.1.  PUNKT IZOELEXTRYCZNY s
2.2.  KRZY'E MIARECZXOWANIA 6
2.3. PODZIAL AMINOKWASOW 8
2.3.1. AMINOKWASY Z APOLARNYM LARCUCHEM BOCZNYM[R]

HYDROFOBOWE : ; 8

2.3.2. AMINOKWASY Z POLARNYMI GRUPAMI [E]NIE WYKAZUJACYMI
LADUNKY a
2.3.3. AMINOKWASY NALADOWANE UJEMNIE 10
2.3.4. AMINOKWASY NALADOWAMNE DODATNIO CZASADOWED 11
2.3.5. AMINOKWASY RZADKO WYSTEPUJACE W BIALKACH 11
2.3.85. AMINOKWASY NIEBIALKOWE . 12
2.3.7. AMINOKWASY NATURALNE NIE WYSTEPUJACE ¥ BIALKACH 13
2.4.  WLASNOSCI AMINOKWASOW 14
2.4.1. WIDMA ABSORPCYJNE AMINOKWASOW 14
2.4.2. REAKCJE CHEMICZNE AMINOKWASOW 15
’ 1. REAKCJA GRUPY KARBOKSYLOWEJ 15
2. REAKCJE GRUPY a-AMINOVEJ 15
A/ REAXCJA Z 1-FLUORO-2, 4-DI NI TROBENZENENX 16
B/ REAKCJA Z CHLORKIEM DANSYLU 16
C/ REAKCIA EDMANA 17
Dv/ ZASADY SCHIFFA 17
(11 REACJA NINHYDRYNOWA 18
(Z] REAKCJA van SLYKE'A Z KWASEM AZOTAWYM 19
REAKCJA ADAMKIEWICZA ~ HOPKINSA NA TRYPTOFAN 19
[4] ODCZYN MILLONA 20
[5] WYKRYWANIE AMINOKWASOW SIARKOWYCH 20
(€] REAKCJA PAULY'EGO NA HISTYDYNE 20



[7] REAKCJA SAKAGUCHIEGO NA ARGININE 21

[B] OZNACZANIE AZOTU GRUP AMINOWYCH METODA
FORMOLOWEGO MIARECZKOWANIA — METODA SORENSENA 21
| a PEPTYDY | 24
3.1. BUDOWA PEPTYDOW 24
3.2. HORMONY PEPTYDOWE 27
3.3.  NEUROPEPTYDY " 30
3.4.  ANTYBIOTYKI PEPTYDOWE 31
| BIALKA | S 32
4.1.  STRUKTURA BIALEX 32
4.2. KLASYFIKACJA BIALEX I WYSTEPOWANIE ¥ PRZYRODZIE 38
4.2.1. SFEROPROTEIDY 37
1. ALBUMINY 37
2. GLOBULINY 38

3. HISTONY
4. PROLAMINY
S. PROTAMINY
6. GLUTELINY
4.2.2. SKLEROPROTEINY
4.3. BIALKA ZLOR0NE
4.3.1. FOSFOPROTEINY
4.3.2. CHROMOPROTEINY
4.3.3. LIPOPROTEINY
4.3. 4. GLIKOPROTEINY
4.3.5. NUKLEOPROTEINY
4.3.6. METALOPROTEINY
4.4. CHARAKTERYSTYKA FIZYKOCHEMICZNA BIALEK
4.4.1. CHARAKTYER AMFOTERYCZNY
4. 4. 2. ROZPUSZCZALNOSC
4.4.3. WYSALAMIE
4. 4. 4. DENATURACJA
4.4.5. MASA CZASTECZXOWA
4.4.6. BIALKA OSOCZA
(9] WYSALANIE BIALEK
OZNACZANIE PUNKTU IZOELEKTRYCZNEGO KAZEINY
ODDZIELANIE ALBUMIN OD GLOBULIN SIARCZANEM AMONU
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* (1Z] ODDZIELANIE ALBUMIN OD GLOBULIN SIARCZANEM MAGNEZU

1 SIARCZANEM AMONU &3
(I3] DENATURACJA BIALKA 83
(I3] REAKCJA BIURETOWA P1OTROWSKIEGO 62
(5] OZNACZANIE STE2ENIA BIALKA METODA BIURETOWA 64
PRZYGOTOWANIE KRZYWEJ WZORCOWEJ ‘ 65
OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIAEKA O NIEZNANYM STEZENIU 65
{16] OZNACZANIE STEZENIA BIAtKA METODA LOWRY'EGO 85
KRZYWA WZORCOWA g 68
OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA O NIEZNANYM STEZENIU 67
{ s. CHROMATOGRAFIA | 68
5.1. CHROMATOGRAFIA ADSORPCYJINA 68
(I7] WYZNACZANIE IZOTERM ADSORPCJ! ALBUMINY I KAZEINY
NA FOSFORANIE TROJWAPNIOWYM 59
S.2. CHROMATOGRAFIA JONOWYMIENNA 70
[18] WYMIANA JONOW W PROCESIE KOLUMNOWYM 71
S.3. CHROMATOGRAFIA PODZIALOWA 72
5.3.1. CHROMATOGRAFIA PODZIALOWA KOLUMNOWA 73
5.3.2. CHROMATOGRAFIA PODZIALOWA BIBULOWA 73
CHROMATOGRAFIA BIBULOWA ~ KRAZKOWA AMINOKWASOW 75
S.4. CHROMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA 76
[20] CHRCMATOGRAFIA CIENKOWARSTWOWA NA PLYTKACH POKRY-
TYCH KISELGEL'EM . 76
S.5. CHRONATOGRAFIA MOLEKULARNO-SITOWA CSACZENIE MOLEKULAR-~
NE ' 77
B5.5.1. DIALIZA : 77
B5.85.2. SACZENIE NA ZELACH SEPHADEX g 78
S.6.  CHROMATOGRAFIA POWINOWACTWA 78
.. ELEXTROFOREZA | 79
6.1.  NISKOMAPIECIOWA ELEKTROFOREZA BIBULOWA 80
6.2.  NISKONAPIECIOWA ELEXTROFOREZA ZELOWA 81
5.3.  WYSOKOMAPIECIOWA ELEKTROFOREZA BIBULOWA 82
6.4.  IRNOELEXTROFORLZA ' 8z
7. | ' . a3
7.1.  CHARAKTERYSTYKA CENTRUM KATALI TYCZNEGO 83
7.1.4. WIAZAMIA ELEXTROSTATYCZNE - 84
7.1.2. WIATAMIA WODOROWE ' 8s



7.1.3,
7.2
7.3
7.4
7.8.
7.8.
7.7,
7.7.1.
7.7.2.
7.7.3.
7.7. 4.
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7.9
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BUDOWA ENZYNOW

PREENZYNY

HETEROENZYMY

T 20ENZYNY . ;

JEDNOSTKA AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
SZYBKOSC REAKCJI ENZYMATYCZNEJ
KINETYKA REAKCJII CHEMIC2ZNYCH
WPLYVW STEZENIA SUBSTRATU

WPLYVW STEZENIA ENZYMU

WPLYW NADMIARU PRODUKTOW LUB SUBSTRATOW

_ WPLYW TEMPERATURY

WPLYW pH
WPLYW AKTYWATOROW

WPLYW INHIBITOROW

A/ INHIBICJA KOMPETYCYJNA

B/ INHIBICJA NIEKOMPETYCYJNA

C/ INHIBICIA NIEODWRACALNA

D’/ INHIBICJA ALLOSTERYCZNA

LOKALIZACIA ENZYMOW W ORGANELLACH KOMORKOWYCH
ENZYMY SUROWICY KRWI

ENZYMY SEKRECYJNE

ENZYMY WSKAZNIXOWE

ENZYMY EXSKRECYJINE

PRAWIDLOWE WARTOSCI AKTYWNOSCI NIEKTORYCH ENZYMOW
OS0CZA KRWI

2NACZENIE DIAGNOSTYCZNE POSZCZEGOLNYCH ENZYMOW
CHOROBY WATROBY

CHOROBY SERCA

CHOROBY TRZUSTXI

NOWOTWORY

CHOROBY KRWI

F/ CHOROBY MIESNI SZXIELETOWYCH

G/ ENZYMY ¥ TOKSYKOLOGI
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1.1. a—AMYLAZA 122
[21] OZNACZANIE AKTYWNOSCI a-AMYLAZY W OSOCZU METODA
WOLGHEMUTHA 123
[2Z] OZNACZANIE AKTYWNOSCI a-AMYLAZY METODA WINSLOWA 124
1.2. CHOLINOESTERAZY 125
INHIBITORY ESTERAZ CHOLINOWYCH 128
(23] OKRESLANIE AKTYWNOSCI PSEUDOCHOLINOESTERAZY
METODA TESTU BIBULOWEGO 127
1.3 FOSFATAZY 128
OZNACZANIE AKTYWNOSCI FOSFATAZY ZASADOWEJ
METODA BESSEY-LOWRY'EGO 128
‘2. OZNACZANIE AKTYWNOSCI OKSYDAZ 130
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2.2 OKSYDAZA GLUKOZOWA 133
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3.  BADANIE KINETYKI REAKCJI ENZYMATYCZNYCH 134
[27] 1ZOLOWANIE INWERTAZY 134
OKRESLANIE WPLYWU SUBSTRATU NA SZYBKOSC REAKCJI
KATALIZOWANEJ PRZEZ INWERTAZE 134
WYZNACZANIE KRZYWEJ MICHAELISA 136
7.10. KLASYFIKACJA SYSTEMOWA ENZYMOW 140
7.11. KOENZYMY I ODPOWIEDNIE WITAMINY 149
8. KOENZYMY | 150
8.1.  KOENZYMY OKSYDOREDUKTAZ 150
8.2.  KOENZYMY TRANSFERAZ 156
8.2.1. KOENZYMY PRZENOSZACE FRAGMENTY C, 162
8.2.2. KOENZYNMY PRZENOSZACE FRAGMENTY CZ I WIECEJ 166
. KWASY NUKLETNOWE ] 168
IZOLOWANIE RNA Z DROZDZY 172
ILOSCIOWE OZNACZANIE RNA DROZDZY NA PODSTAWIE
ZAWARTOSC! RYBOZY 173



ODROZNIANIE RNA OD DNA 174
REAKCJA Z ORCYNA 174
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¥ TLUSZCZACH 186
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OZNACZANIE AKTYWNOSCI LIPAZY TRZUSTKOWEJ 194
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WYKRYWANIE WITAMINY D 197
I 11. WEGLOWODANY l 198
11.1. MONOSACHARYDY 1au

11.1.1. POCHODNE MONOSACHARYDOYW
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