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Bialka
Marek Cieplak i Andrzej Sienkiewicz
Instytut Fizyki PAN, 02-668 Warszawa

W organizmach zywych, zaréwno ro$linnych jak i zwierzecych, wystepuja dziesiatki tysigcy
roznych biatek, ktore petlnia funkcje zwiazane z podtrzymywaniem i regulacja procesow
zyciowych oraz stanowia material budulcowy struktur komoérkowych i tkanek. Biatka
stanowia podstawowy sktadnik suchej masy komoérki (do 70%), a w zywych komorkach
katalizuja i1 reguluja wigkszo$¢ reakcji biochemicznych. Struktury ztozone z biatek spetniaja
podstawa role w przekazie 1 obiegu sygnatow nerwowych oraz sa odpowiedzialne za transport
innych molekul we wngtrzu komorek 1 przez btony komérkowe. Wyspecjalizowane biatka sa
takze sktadnikami komoérek migsni, skory i wlosow. Jeszcze inne biatka pelnia funkcjg
toksyn, przeciwcial, lub hormonéw. Wielkiej réznorodnosci fizjologicznych funkcji biatek
towarzyszy wielka rozmaito$¢ ich rozmiaréw, ksztaltow, rozktadu tadunku elektrycznego,
oraz zakresu rozpuszczalno$ci w wodzie. Biatko jest liniowym tancuchem polimerowym
zbudowanym z kilkudziesigciu, kilkuset, lub tysigcy monomerdéw potaczonych ze soba jak
koraliki w naszyjniku. Kazdy monomer jest jednym z 20 rodzajow naturalnie wystgpujacych
aminokwasow. Funkcja biatka w procesach biologicznych okreslona jest przede wszystkim

przez jego strukturg¢ w stanie zwini¢tym zwanym tez stanem natywnym.

Zrozumienie 1 przewidzenie sposobu zwinigcia si¢ biatka na podstawie sekwencji
wystepujacych w nim aminokwaséw jest jednym z najtrudniejszych i najwazniejszych
problemow wspodiczesnej biologii molekularnej. Réwnie wazny jest takze problem
projektowania biatka, czyli znalezienia sekwencji lub grupy sekwencji aminokwasowych,
ktore zwijaja si¢ szybko i odwracalnie do zadanej struktury docelowej. Opracowanie metod
projektowania ab initio bialek o zadanej funkcji biologicznej doprowadzi do wielu nowych
zastosowan, np. w katalizie lub w wydajnej konwersji energii Swiatta stonecznego w energie
chemiczna (jak w procesie fotosyntezy), wzglednie przemiany energii chemicznej w
mechaniczng (jak podczas dziatania migéni). Nowe technologie oparte o wiedzg o biatku

umozliwig opracowanie nowych lekarstw, hormonéw i biosensorow.

A. Bialka jako sekwencje aminokwasow



Niewielkie biatka zawieraja od kilkudziesigciu do kilkuset aminokwasoéw potaczonych ze
soba w ramach jednego lub czasami kilku tancuchéw. Bialka uwazane za ,,duze” sktadaja si¢
z kilku tysigcy aminokwasow. Niezaleznie od liczby zawartych aminokwaséw, masy
molekularne biatek sa znacznie wigksze od mas molekularnych typowych czasteczek
organicznych. Na przykltad, masa stosunkowo niewielkiego biatka, cytochromu ¢
sktadajacego si¢ ze 104 aminokwasow, wynosi okoto 12,4 kDa (masa 1 Da odpowiada
atomowej jednostce masy, czyli 1/12 masy atomu izotopu wegla '*C; 1 Da = 1,66 « 10>’ kg).

Z chemicznego punktu widzenia biatka sa wigc czasteczkami o niezwykle réznorodnej
i skomplikowanej budowie. Maja one natomiast podobny do siebie sktad chemiczny. W
procentowym przeliczeniu na liczb¢ wszystkich atoméw w biatku, sktadaja si¢ one przede
wszystkim z wegla (50-55%), tlenu (20-30%), azotu (14-18%), wodoru (6-7%), i siarki (do
2%). Niektore biatka zawieraja réwniez bardzo male ilosci innych pierwiastkow, takich jak
fosfor, wapn, zelazo, miedz, cynk, mangan, molibden i magnez.

Aminokwasy, podstawowe elementy struktur biatkowych, sa pochodnymi kwasow
karboksylowych, w ktérych atom wodoru w tancuchu alifatycznym kwasu zostat zastapiony
przez grupe aminowa. Aminokwasy sa biatymi krystalicznymi ciatami rozpuszczalnymi w

wodzie, ale nierozpuszczalnymi w alkoholu.

COOH
(c) konfiguracja L konfiguracja D (d)

Rys. 1. Budowa czasteczki a-aminokwasu.

a) Wzor strukturalny aminokwasu w postaci czasteczkowej. R oznacza decydujacy o wlasnosciach
aminokwasu lancuch boczny. b) Model przestrzenny czasteczki aminokwasu: cztery podstawniki
COOH, R, NH, i H tworza tetraedr wokél wegla C*. ¢) Schematyczne przedstawienie aminokwasu w
konfiguracji L: grupa COOH, lancuch boczny R i grupa NH, rozlozone sa zgodnie z ruchem wskazéwek
zegara. Niewidoczny atom wodoru znajduje si¢ ponad plaszczyzng rysunku. Na czasteczke patrzymy

wzdluz wigzania H-C®. d) Konfiguracja D: lustrzane odbicie konfiguracji L.



Wszystkie aminokwasy wystepujace w biatkach ludzkich i zwierzecych zawieraja
przynajmniej jedna grupg aminowa (-NH») i1 jedna grupe karboksylowa (-COOH). Obie
grupy dotaczone sa do tego samego atomu wegla zwanego atomem wegla o 1 oznaczanym
jako wegiel C*. Dlatego tez aminokwasy te nosza nazwe o-aminokwasow. W pozostatych
dwodch wiazaniach wegla C* uczestnicza atom wodoru (H) i fancuch boczny R, ktdry jest
inny dla kazdego a-aminokwasu i decyduje o jego wilasciwosciach. Wzor strukturalny
czasteczki a-aminokwasu (zwanego w dalszej czg$ci artykutlu skrotowo — aminokwasem)
przedstawiony jest na rys.la. Wszystkie wigzania tworzone przez wegiel C* maja charakter
wigzan kowalencyjnych. Uktad podstawnikow tworzy tetraedr, w srodku ktérego znajduje
siec atom wegla C% za$ cztery podstawniki leza w jego narozach (rys.1b). Obecnosé
asymetrycznego atomu wegla C* polaczonego z czterema réznymi podstawnikami jest
powodem chiralnosci 1 aktywnosci optycznej aminokwaséw. Chiralne zwiazki chemiczne to
takie, ktorych czasteczki zbudowane sa z dokladnie takich samych atoméw, natomiast ich
struktury przestrzenne maja si¢ do siebie tak, jak prawa i lewa rgka (z jezyka greckiego cheir
— r¢ka). Dwie mozliwe formy strukturalne (dwa izomery optyczne) aminokwasow
przedstawione sa schematycznie na rys. 1c i 1d. Na obu tych rysunkach patrzymy na
czasteczke aminokwasu wzdhuz wiazania H-C®, przy czym atom wodoru nie jest zaznaczony,
gdyz znajduje si¢ ponad plaszczyzna rysunku. Odmiana strukturalna, w ktorej grupy
karboksylowa, tancuch boczny i grupa aminowa rozmieszczone sa zgodnie z ruchem
wskazowek zegara nosi nazwe konfiguracji L (rys. 1¢). Odbicie lustrzane tej konfiguracji
oznaczane jest jako konfiguracja D (rys. 1d). Podobnie jak wiele innych zwiazkow
chemicznych majacych swoje lustrzane odpowiedniki, aminokwasy o konfiguracji L i D maja
identyczne wilasno$ci chemiczne 1 fizyczne z jednym wyjatkiem — kazda odmiana
konfiguracyjna skreca plaszczyzng polaryzacji §wiatla w innym kierunku. Z uwagi na
blizniacze podobienstwo mato jest metod fizycznych 1 chemicznych pozwalajacych na
odréznienie i rozdzielenie obu izomeréw optycznych. Swiat materii ozywionej rozréznia je
jednak bezbtednie, gdyz w procesach biochemicznych zachodzacych w organizmach zywych
wykorzystywana jest odmiana aminokwasow o konfiguracji L. Dlatego tez aminokwasy, z
ktorych zbudowane sa naturalne biatka wystepuja ~ w konfiguracji L, a czynniki
odpowiedzialne za ten brak symetrii w §wiecie materii ozywionej nie sa dobrze zrozumiane.

W $rodowisku obojetnym (pH = 7), aminokwasy wystgpuja w formie jonow
obojnaczych, tzn. posiadaja biegun dodatni i uyjemny. W tej formie grupa aminowa przytacza

dodatkowy jon wodoru tworzac grupe — NH;', za$ grupa karboksylowa oddysocjowuje



jeden jon wodoru tworzac grupe — COO. Warto$é pH, od ktorej zalezy stan tadunkowy

aminokwasu, zdefiniowana jest jako ujemny logarytm dziesi¢tny ze stgzenia molowego
jonow wodoru w roztworze, pH = - log[H']. W warunkach zblizonych do fizjologicznych pH
jest bliskie 7. Wartosci pH < 7 okreslaja srodowisko kwasne, a wartosci pH > 7 definiuja
srodowisko zasadowe. W $rodowisku kwasnym tworzy si¢ jon dodatni aminokwasu:
"H;NRHCOOH (grupa karboksylowa pozostaje niezjonizowana, za$§ grupa aminowa
wystepuje w postaci zjonizowanej — NH;').  Natomiast, w $rodowisku o charakterze

zasadowym powstaje jon ujemny: H,NRHCOO™ (grupa aminowa pozostaje niezjonizowana,

za$ grupa karboksylowa wystepuje w postaci zjonizowanej — COO).

symbole | nazwa sklad % masa/m, pH, ‘rok odkrycia
HYDROFOBOWE (NIEPOLARNE)
GLY G | glicyna 7,2 57,05 5,97 1820
AlA A | alanina 8,3 71,08 6,00 1879
PRO P | prolina 5,1 97,12 6,30 1901
VAL V | walina 6,6 99,13 5,96 1901
LEU L | leucyna 9,0 113,16 5,98 1820
ILE 1 izoleucyna 5,2 113,16 5,94 1904
MET M | metionina 2,4 131,20 5,74 1899
PHE F | fenyloalanina 3,9 147,18 5,48 1881
TRP W | tryptofan 1,3 186,21 5,89 1902

HYDROFILOWE (POLARNE) nienaladowane

SER S | seryna 6,9 87,08 5,68 1865
THRT | treonina 5.8 101,11 5,64 1925
CYS C | cysteina 1.7 103,14 5,02 1810
ASN N | aspargina 4.4 114,10 5,41 1932
GLN Q | glutamina 4,0 128,13 5,65 1932
TYRY |tyrozyna 32 163,17 5,66 1849

HYDROFILOWE (POLARNE) naladowane

kwasowe (-)
ASP D | kwas asparginowy 53 115,09 2,77 1868
GLU E |kwas glutaminowy 6,2 129,12 3,22 1866

zasadowe (+)

LYS K |lizyna 5,7 128,17 9,59 1889
HIS H | histydyna 2,2 137,14 7,47 1896
ARG R |arginina 5,7 156,19 11,15 1895

Rys. 2. Tablica aminokwaséw wystepujacych w naturalnych bialkach i ich wybrane wlasnosci. M,

oznacza mas¢ protonu a pH; punkt izoelektryczny.

Aminokwasy maja ztozona struktur¢ chemiczna i na og6t identyfikuje si¢ je wedlug
nazw zwyczajowych, a nie systematycznych. Zestawienie wybranych wlasnos$ci 20
aminokwasoéw wystepujacych w naturalnych. Biatkach przedstawiono w tabeli na rys. 2.

Tabela przedstawia nazwy aminokwasow oraz ich trzy- i jednoliterowe symbole. Kolejne



kolumny w tabeli (rys. 2) przedstawiaja ich czgstos¢ wystepowania w biatkach, masy, punkt
izoelektryczny i rok odkrycia — pelny zestaw aminokwasow byt znany w 1932 roku. Podane
tu masy dotycza stanu zwiazanego w biatku, natomiast punkt izoelektryczny, pH;, stanu
swobodnego aminokwasu. Punkt izoelektryczny odpowiada takiej wartosci pH, przy ktorej
wypadkowy tadunek aminokwasu jest rowny zero. Wlasciwosci elektryczne aminokwasow w
biatkach silnie zaleza od konformacji biatka. Lista aminokwaséw podzielona jest w tabeli na
trzy grupy: hydrofobowe, hydrofilowe nienaladowane 1 hydrofilowe natadowane w
warunkach fizjologicznych. Nazwy te zostana wyjasnione w dalszej czg$ci artykutu.

W warunkach fizjologicznych 15 aminokwasow jest obojetnych elektrycznie, tzn.
aminokwasy te maja momenty dipolowe, ale nie maja wypadkowego tadunku elektrycznego.
Pig¢ aminokwaséw jest natadowanych. Dwa z nich to natadowane ujemnie kwasy, a trzy to
naladowane dodatnio zasady. Zasadowy charakter trzem aminokwasom nadaja tancuchy
boczne.

Wzory chemiczne definiujace tancuchy boczne aminokwasdéw przedstawione sg na
rys. 3. Schematyczne konfiguracje przestrzenne aminokwasow pokazane sa natomiast na
rys. 4. Na rysunku tym atomy tlenu zaznaczone sa na czerwono, wegla na biato, azotu na
niebiesko, siarki na z6tto a majace najmniejsze rozmiary atomy wodoru, nie sa zaznaczone.
Atomy siarki wystgpuja wylacznie w cysteinie i metioninie.

Kazdy aminokwas pelni w biatku jaka$ rolg. Dwa aminokwasy: glicyna i prolina
czgsto okreslaja charakter struktury natywnej biatka. Glicyna jest bowiem najmniejszym
aminokwasem (jej lancuch boczny to po prostu atom wodoru) i znalez¢ ja mozna w
elementach laczacych typowe podstruktury biatka. Sa nimi tzw. struktury drugorz¢dowe,
ktorych budowa zostanie szerzej omowiona w dalszej czeséci tego artykulu. Prolina jest w
istocie nie aminokwasem a cyklicznym iminokwasem (jedyny taki wyjatek wsrdd
»aminokwasow”), gdyz zawiera niearomatyczny sztywny pierscien, do ktérego nalezy wegiel
C” Pierscien ten trudno upakowa¢ i dlatego prolina czgsto konczy lub zakrzywia struktury
drugorzgdowe.  Najwigkszy aminokwas to tryptofan. Tryptofan jest jednym z trzech
aminokwasoéw zawierajacych pierscien aromatyczny. Pozostale dwa to fenyloalanina i
tyrozyna, ale tylko tryptofan w znaczacy sposob absorbuje §wiatlo, o dlugosci fali 280 nm, co
z kolei prowadzi do fluorescencji. Badanie fluorescencji tryptofanu jest jedna z
podstawowych metod pozwalajacych wnioskowa¢ o konformacji biatka, gdyz fluorescencja
jest silna, gdy tryptofan jest eksponowany (znajduje si¢ na powierzchni czasteczki biatka), a

staba, gdy jest $cisle otoczony przez inne aminokwasy, a wigc w stanie zwinigtym.
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Rys. 4. Ilustracja przestrzennego uloZenia atoméw w aminokwasach.

Organizm ludzki potrafi zsyntetyzowal dwanascie z dwudziestu aminokwasow
potrzebnych do budowy biatek, pozostate musza by¢ dostarczone z pozywieniem.
Aminokwasy podstawowe, ktore organizm pobiera z pozywieniem nosza nazwe
egzogennych. Natomiast te, ktoére potrafi sam wytworzy¢ nazywaja si¢ aminokwasami

endogennymi. Podstawowymi (egzogennymi) aminokwasami, ktore organizm ludzki musi



pobra¢ przyswajajac bogate w biatko pozywienie sa: lizyna, tryptofan, walina, histytydyna,
leucyna, izoalanina, fenyloalanina i treonina.

Istnieja rOwniez inne aminokwasy, ktdre wystepuja w przyrodzie lub sa wytwarzane
syntetycznie. Podstawowa roéznica  miedzy tymi aminokwasami a o-aminokwasami
wystepujacymi w biatkach ludzkich 1 zwierzecych polega na tym, ze grupy aminowa (-NH,) 1
karboksylowa (-COOH) nie sa przylaczone do tego samego atomu wegla. Dotychczas
wyodrebniono 1 zidentyfikowano ponad 150 takich odmiennych aminokwaséw,

wystepujacych, m.in. w biatkach niektorych grzybow oraz roslin wyzszych.
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Rys. 5. a) Powstawanie wigzania peptydowego w dipeptydzie. R; i R, oznaczaja lancuchy boczne
aminokwasow bioracych udzial w reakcji kondensacji. W prostokacie zaznaczonym linia przerywang
znajduje si¢ grupa atoméw tworzaca wigzanie peptydowe. b) Krotki lancuch polipeptydowy — tripeptyd o

sekwencji: tryptofan — histydyna — fenyloalanina.

W genetycznie uwarunkowanym procesie syntezy biatek aminokwasy lacza si¢ ze
soba kowalencyjnym wiazaniem peptydowym o energii okoto 4 eV. Odlegto$¢ pomiedzy
kolejnymi atomami wegla C* w bialku wynosi okoto 0,38 nm. Proces powstawania

wiazania peptydowego pokazano na rys. 5a. W rekcji tej zjonizowana grupa karboksylowa



(-CO0O") jednego aminokwasu taczy sie ze zjonizowana grupa aminowa (-NH;") drugiego
aminokwasu. Tworzy si¢ charakterystyczne ugrupowanie ulozonych w jednej ptaszczyznie
atomow (-COHN-), zaznaczonych linia przerywana na rys. 5a. Wiazanie migdzy atomem
wegla grupy karbonylowej (-C=0) a atomem azotu grupy aminowej, o dtugosci okoto 0,13
nm, ma czg§ciowo charakter wigzania podwojnego, co decyduje o jego sztywnos$ci 1 tym
samym utrudnia rotacj¢ tancucha plipeptydowego. Rotacje sa jednak dozwolone wokot
dwoéch przebiegajacych wzdluz tancucha wiazan wychodzacych z wegla C%  Procesowi
powstania wigzania peptydowego towarzyszy wydzielenie si¢ jednej czasteczki wody. Jest
to reakcja kondensacji, ktorej rownowaga przesunigta jest raczej w kierunku hydrolizy a nie
syntezy. Dlatego biosynteza biatek polegajaca na przylaczaniu kolejnych aminokwasow i
wydtuzaniu fancucha wymaga dostarczenia dodatkowej energii. W komorkach proces ten
zachodzi w wyspecjalizowanych organellach zwanych rybosomami.

Powstajace w wyniku biosyntezy bialka sa na ogot dlugimi liniowymi polimerami
aminokwasow 1 dlatego trudno jest przedstawi¢ ich sumaryczny wzor chemiczny. Mozna to
jednak zrobi¢ dla krotkich polipeptydéw.  Przyklad krotkiego liniowego polimeru —

tripeptydu (Trp-His-Phe) z zaznaczonymi wiazaniami peptydowymi pokazano na rys. 5b.

B. Synteza i struktura pierwszorze¢dowa bialek

Tak jak wspomniano, biatka w Zywych komoérkach sa syntetyzowane przez rybosomy, a
kolejnos¢ aminokwasow w biatku, zwana sekwencja aminokwasoéw, zakodowana jest w
DNA. Kazde biatko rézni si¢ od innych sekwencja i1 liczba aminokwasdéw. Sekwencja
chemicznie zréznicowanych tancuchow bocznych aminokwasow jest wigc czynnikiem
decydujacym o odmienno$ci biatek. Definiuje ona takze szkielet polipetydowy bialka,
wyznaczajac tym samym jego strukture pierwszorzedowa.

DNA jest makroczasteczka zbudowana z dwoch nici. Kazda z nici jest dtugim polimerem
(np. u czlowieka 3x10° elementéw) zbudowanym z czterech zasad z pierécieniami
aromatycznymi: adeniny (A), guaniny (G), cytozyny (C), i tyminy (T). Zasada A z jednej nici
jest zwiazana z zasada T z drugiej nici, a C z G. Mechanizm budowania biatka zaczyna si¢ od
tzw. procesu transkrypcji, odbywajacym si¢ w jadrze komodrki. W procesie tym biatko
enzymatyczne zwane polimeraza RNA przesuwa si¢ wzdtuz DNA, rozszczepia nici DNA i
syntetyzuje ni¢ mRNA, ktora jest komplementarna do otwartego segmentu jednej z nici DNA.
Komplementarnos$¢ polega na tym, ze np. z fragmentu CAGACCTTA tworzy si¢ fragment
GUCUGGAAU, w ktéorym role tyminy peini bardzo zblizona zasada — uracyl (U). MRNA jest



kopia kodujacych fragmentow DNA (eksonow) a fragmenty niekodujace (introny) sa
pomini¢te. Po wyjsciu z jadra, mRNA podlega tzw. translacji na biatko. Proces translacji
zachodzi w rybosomie (zob. tez — Kwasy nukleinowe).

Sekwencja zasad A, G, C 1 U jednoznacznie okre$la sekwencj¢ aminokwaséw w
biatku wedtug kodu genetycznego, przedstawionego na rys 6. Kolejna trojka zasad generuje
jeden okreslony aminokwas. Kilka roznych tréjek moze oznacza¢ jednak ten sam aminokwas,
na przyktad, UUA odpowiada leucynie, ale kombinacja UUG takze odpowiada leucynie.
Szes¢ kombinacji odpowiada serynie 1 argininie. Tylko jedna, AUG, odpowiada metioninie,
ale AUG oznacza rowniez poczatek translacji. Kombinacje UAA, UAG 1 UGA oznaczaja

koniec translacji.

Liczba mozliwych sekwencji aminokwasow jest astronomiczna. Na przyktad, dla
uktadu o N monomerach istnieje 20" mozliwych sekwencji (a wigc az 10®° dla N=50).
Tymczasem liczba réznych biatek, jakie ludzki DNA moze zakodowaé, jest wedlug obecnej
oceny tylko rzedu 10°. Oznacza to, ze proces ewolucji dokonal niezwykle ostrej selekcji
uzytecznych sekwencji. Wybrane sekwencje — bialka — musza mie¢ bardzo szczegolne
wlasciwos$ci. Pozostale sekwencje to zwykle heteropolimery — polimery o niejednorodnych

elementach sktadowych.

UUU Phe | UCU Ser | UAU Tyr | UGU Cys
UUC Phe | UCC Ser | UAC Tyr | UGC Cys
UUA Leu| UCA Ser | UAA Stop| UGA Stop
UUG Leu| UCG Ser | UAG Stop | UGG Trp

CUU Leu| CCU Pro |CAU His |CGU Arg
CUC Leu| CCCPro |[CAC His | CGC Arg
CUA Leu| CCA Pro |CAA Gln |CGA Arg
CUG Leu| CCG Pro |CAG GIn |CGG Arg

AUU Ile | ACU Thr |[AAU Asn | AGU Ser
AUC Ile | ACCThr [ AAC Asn | AGC Ser
AUA Ile | ACA Thr |AAA Lys | AGA Arg
AUG Met| ACG Thr |[AAG Lys | AGG Arg

GUU Val | GCU Ala |GAU Asp | GGU Gly
GUC Vval | GCC Ala |GAC Asp | GGC Gly
GUA Val | GCA Ala |GAA Glu | GGA Gly
GUG Val | GAG Ala | GAG Glu |GGG Gly

Rys. 6. Kod genetyczny.

C. Zwijanie si¢ bialek

Biatka, w zalezno$ci od funkcji i umiejscowienia w organizmie, mozna podzieli¢ na trzy

szerokie kategorie: witokniste, membranowe 1 globularne. Bialka wlokniste stanowia
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elementy strukturalne komorki. Biatka membranowe tworza kanaty, przez ktore odbywa si¢
kontrolowany transfer skladnikow np. poprzez btong komoérkowa (zeb. tez — Blony
biologiczne).

Biatka mozna podzieli¢ na trzy szerokie kategorie: widkniste, membranowe i globularne, w
zalezno$ci od funkcji 1 umiejscowienia w organizmie. Biatka wlokniste stanowia elementy
strukturalne komorki. Biatka membranowe tworza kanaly, przez ktore odbywa sig
kontrolowany transfer sktadnikow np. poprzez blon¢ komoérkowa. Biatka te funkcjonuja
zanurzone w dwuwarstwie lipidowej 1 maja tylko czgsciowy kontakt ze Srodowiskiem
wodnym. Dlatego tez trudniej jest je wyodrgbni¢ oraz wyhodowaé z roztworéw wodnych
odpowiednio duze krysztalty do zbadania ich struktury. Enzymy, ktoére dziataja jako
katalizatory niemal wszystkich reakcji biochemicznych w komorce sa biatkami globularnymi.

Biatka globularne maja zwarty ksztatt i funkcjonuja w srodowisku wodnym.

Najwazniejsza cecha charakterystyczna biatka globularnego jest to, ze w typowym dla
komorki §rodowisku roztworu wodnego o odczynie niemal obojetnym (pH ~ 7) i w zakresie
temperatur pokojowych (od 20 do 40 °C) zwijaja si¢ one do jednej zwartej konformaciji —
stanu natywnego. Anfinsen wykazal w latach 50-tych, Ze jest to proces odwracalny. W
srodowisku wodnym, in vitro, duza grupa biatek globularnych potrafi znalez¢ stan natywny
bardzo szybko, czgsto w czasie krotszym niz 1 ms. W odpowiednich warunkach
do$wiadczalnych taki proces zachodzi w sposdb odwracalny i1 to bez pomocy innych
mechanizmow, ktére wspomagaja zwijanie biatka w naturalnym $rodowisku zywej komorki.
Czas zwijania jest duzo krotszy niz ten, jaki wynikalby z kolejnego przeszukiwania
wszystkich mozliwych konformacji w celu znalezienia jednej wybranej konformacji
odpowiadajacej stanowi natywnemu biatka (o najnizszej energii). Levinthal, w latach 60-
tych oszacowal bowiem, ze czas niezbedny dla takiego przeszukiwania bylby dtuzszy niz
wiek wszechs§wiata. Tak wigc proces zwijania biatka zachodzi w pewnym ograniczonym
podzbiorze mozliwych konformacji. Mozna to sobie wyobrazi¢ jako pojawienie si¢ tzw. lejka
zwijania ukierunkowujacego ewolucj¢ czasowa biatka w strong stanu natywnego. W wypadku
heteropolimerdw, ,,dolina” odpowiadajaca stanowi o najnizszej energii nie jest wyrdézniona —
jest tylko jedna z wielu réwnie dobrych dolin i stad procesy ewolucji sa powolne.

W warunkach niefizjologicznych, takich jak roztwory wodne o odczynie zasadowym
(pH > 7) lub kwasnym (pH < 7), w roztworach niewodnych, czy w podwyzszonej

temperaturze, biatka rozwijaja si¢ do konformacji otwartych (zdenaturowanych). Jednak w
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warunkach fizjologicznych stan natywny jest bardziej stabilny niz jakakolwiek konformacja

zdenaturowana.

D. Oddzialywania mi¢gdzy aminokwasami w bialku

Fizyczna przyczyna zwijania si¢ biatek do postaci globularnej jest istnienie wzajemnych
oddziatywan migdzy aminokwasami oraz oddziatywan aminokwasowych tancuchow
bocznych z czasteczkami rozpuszczalnika (wody). W wypadku biatek sa to ztozone
oddziatywania, w ktorych dominuje charakter przyciagajacy, ale nie musi tak by¢ w wypadku
przypadkowych heteropolimerow. Najsilniejsze wiazania w biatku to wigzania kowalencyjne.
Sa to przede wszystkim wiazania peptydowe (o energii rzgdu 4 eV), ktore cementuja
aminokwasy ze soba, ale nie ustalaja struktur drugorzedowej i trzeciorzedowej biatka.
Wiazania kowalencyjne moga si¢ jednak pojawia¢ takze w innych miejscach niz tancuch
polipeptydowy — w tzw. kontaktach. Moéwimy, ze aminokwasy tworza ze soba kontakt, jesli
sa blisko siebie w przestrzeni, ale nie sa swymi sasiadami wzdtuz tancucha. Oddziatywania
kowalencyjne moga si¢ w kontakcie pojawié, ale tylko wtedy, gdy kontakt tworza dwie
cysteiny. Lancuch boczny cysteiny konczy sig grupa tiolowa —SH. Dwie grupy tiolowe moga
taczy¢ si¢ ze soba tworzac tzw. mostek dwusiarczkowy. Jednak cysteina jest jednym z
najrzadziej wystepujacych aminokwasow 1 stad obecnos$¢ mostkéw dwusiarczkowych moze
co najwyzej tylko wspomagac zwijanie si¢ biatek.

Oddzialywania elektrostatyczne migdzy natadowanymi aminokwasami sa o rzad
wielkos$ci stabsze od wiazan kowalencyjnych. Maja one charakter zaréwno przyciagajacy jak
1 odpychajacy w zaleznos$ci od rodzaju aminokwasow. Oddzialywania tego typu nie moga
wigc by¢ samodzielnie odpowiedzialne za zwijanie, tym bardziej, ze dotycza one, w
warunkach fizjologicznych, tylko pigciu polarnych aminokwasow. Oddzialywania te wnosza
jednak swoj wktad do zmian konformacji czasteczki biatka przy zmienianiu wartosci pH. Sa
one bowiem dtugozasiggowe, a efektywny potencjat oddziatywania elektrostatycznego zalezy
od pH.

W latach 30-tych Mirsky i Pauling zaproponowali, ze kluczowa sila odpowiedzialna
za zwijanie si¢ bialek powinny by¢ wiazania wodorowe, dla ktorych energia wiazan jest
srednio 20 razy mniejsza od energii wiazan peptydowych. Istnieja dwa sktadniki oddziatywan
wodorowych. Pierwszy to przesuwanie si¢ gestosci chmury elektronowej z atomu o
mniejszym tadunku jadra atomowego, np. wodoru, w strong cigzszego atomu, o wigkszym

tadunku jadra, np. tlenu. Pierwszy to przesuwanie si¢ ggstosci chmury elektronowej z atomu
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o mniejszym tadunku jadra atomowego, jak w wypadku wodoru, w strong ci¢zszego atomu,
jak tlenu, o wigkszym tadunku jadra. Prowadzi to do zaistnienia wypadkowego efektywnego
utamkowego tadunku (dodatniego na atomie wodoru). Drugi sktadnik to oddziatywanie
elektrostatyczne pomigdzy takimi efektywnymi fadunkami, jak to ilustruje rys. 7.
Oddziatywania wodorowe sa odpowiedzialne rowniez za istnienie struktury podwojnej helisy
DNA. W biatkach wiazania wodorowe odgrywaja kluczowa rol¢ w powstawaniu 1 stabilizacji
ich struktur przestrzennych.
<«<——029nm ——>

+ — + —

0,12 nm 0,10 nm

Rys. 7. Geometria przykladowego wiazania wodorowego.

Grupy atoméw -C=0 i -NH wystepujace wzdluz tancucha polipeptydowego biatka maja
ujemny tadunek na atomie tlenu i dodatni na atomie wodoru. Umozliwia to powstanie wigzan
wodorowych pomigdzy tymi grupami. Segmenty bialek stabilizowane przez wiazania
wodorowe nosza nazweg struktur drugorzedowych. Sa to a-helisy, struktury g i skrety.

Istnienie tych struktur przewidzieli Pauling, Corey, 1 Branson w badaniach modelowych.

b A + -

Rys. 8. Zachowanie si¢ polimeru zlozonego z elementéw hydrofilowych w wodzie. W powigkszeniu
pokazany jest fragment szkieletu polipetydowego zawierajacy dwa hydrofilowe lancuchy boczne:
tyrozyny i asparginy. W lancuchu gléwnym naszkicowanym schematycznie zielonymi kreskami
zaznaczono tylko grupy —NH-, atomy wegla C* oraz atomy tlenu nalezace do grupy karbonylowej.
Czerwona przerywana kreska zaznaczone sa wigzania wodorowe, tworzone przez czasteczki wody z

atomami nalezacymi do szkieletu polipetydowego i z atomami lancuchéw bocznych aminokwaséw.
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Jednak w latach 50-tych Kauzmann wykazal, ze same tylko wigzania wodorowe migdzy
aminokwasami nie sa w stanie wytlumaczy¢ proceséw zwijania si¢ biatek. Istnieja bowiem
rownie silne wigzania wodorowe aminokwaséw z czasteczkami otaczajacej wody oraz
pomigdzy samymi czasteczkami wody. Aminokwasy hydrofilowe z tabeli umieszczonej na
rys. 2 to takie, ktore chetnie wiaza si¢ z czasteczka wody poprzez wiazanie wodorowe.
Sytuacje te ilustruje rys. 8 w odniesieniu do czysto hydrofilowego polimeru (ktéry nie jest
biatkiem).

Aminokwasy hydrofobowe to takie, ktére wody unikaja. Fragmenty hydrofobowe nie
tworza wiazan wodorowych z czasteczkami wody, ale w poblizu takiego segmentu same
czasteczki wody wykazuja tendencj¢ do korelowania swych orientacji poprzez wzajemne
oddziatywania wodorowe. Zjawisko to redukuje entropi¢ ukladu. Segmenty hydrofobowe
maja wigc tendencje¢ do unikania czasteczek wody, gdyz w ten sposéb maksymalizowana jest
objetos¢ obszaru o skorelowanych orientacjach czasteczek wody. Mozna to opisa¢ jako
wystapienie efektywnego wzajemnego przyciagania migedzy aminokwasami hydrofobowymi.
Przyciaganie to nosi nazwe¢ oddzialywania hydrofobowego i ono wlasnie, wedtug
Kauzmanna, stanowi najsilniejszy mechanizm odpowiedzialny za zwijanie. Lancuch
aminokwaséw musi mie¢ dostateczng liczb¢ aminokwas6w hydrofobowych, by moéc staé si¢
biatkiem globularnym. Zrozumienie szczegdtow molekularnych oddziatywan hydrofobowych
pozostaje przedmiotem aktualnych badan.

LYS

GLU TYR

Rys. 9. Przyklady oddzialywan pomigdzy lancuchami bocznymi aminokwaséw w bialkach. Mostki
dwusiarczkowe, oddzialywania jonowe, wodorowe i hydrofobowe zilustrowane sa kolejno od lewej do

prawej strony.

Omowione tu oddzialywania sa schematycznie zilustrowane na rys. 9. Istnieja jednak i inne

oddziatywania, na przyktad polaryzacyjne typu van der Waalsa (100 razy stabsze od wiazan
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peptydowych). Wszelkie wyzej wymienione oddzialywania dotycza bardzo wielu par
oddziatywujacych ze soba atoméw. Zredukowanie ich do efektywnych oddzialywan
pomiedzy calymi aminokwasami o $rodku mieszczacym si¢ w polozeniu wegla C* nie jest

zadaniem prostym zwlaszcza, ze wazne sa tez oddzialywania z rozpuszczalnikiem.

Rodzaj Energia

Wigzania [keal/mol] kJ/mol [eV]
Kowalencyjne 70 - 100 290 - 420 1,7-4,4
Jonowe 10 42 0,45
Wodorowe 4-5 17 - 21 0,18 - 0,22
Van der Waalsa 1-2 4,2 -84 | 0,044 -0,088

Rys. 10. Typowe energie wigzan mi¢dzyatomowych w bialkach.

W tabeli na rys. 10 przedstawiono typowe wartosci energii wigzan migdzyatomowych
wystepujacych w biatkach poczawszy od najsilniejszych, jakimi sa wiazania kowalencyjne,
przez jonowe i1 wodorowe, az do najstabszych — wiazan van der Waalsa. Energie wiazan
podano w najczesciej stosowanych w chemii i biochemii jednostkach kcal/mol oraz kJ/mol.
Dodatkowo, w ostatniej kolumnie podano wartosci energii wigzan w jednostkach typowo
fizycznych (eV), w przeliczeniu na pojedyncze wigzanie.

Wspoétzawodnictwo pomigdzy energia oddziatywania wiazan wodorowych we wnetrzu biatka
1 entropia faworyzujaca stan rozwinig¢ty prowadzi do delikatnej rownowagi, w ktorej lekko
przewaza energia stanu zwinig¢tego (o okoto 40 kJ/mol). Ten niewielki margines stabilnos$ci
jest takze warunkiem spelniania funkcji biologicznych przez biatka, gdyz ich wlasnosci
katalityczne wiaza si¢ czgsto z zmianami konformacyjnymi. Ponadto mata stabilno$¢
termodynamiczna biatek (podatno$¢ na denaturacj¢) utatwia ich rozktad i wymiang w

procesach metabolicznych zachodzacych w komorkach.

E. Struktury drugorzedowe

Struktura pierwszorzedowa, czyli sekwencja aminokwaséw determinuje natywna strukturg
zwinigta, czyli strukturg trzeciorzedowa. W szkielecie wiazan taczacych kolejne atomy wegla

C* w konformacjach natywnych rozpozna¢ mozna regularne motywy zwane struktura

drugorzedowa 1 ztozone ze struktur S, a—helis 1 skrgtow. Sa one stabilizowane przede
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wszystkim przez wiazania wodorowe. W a—helisie przypada 3,6 aminokwasdéw na peten

obrét. Istniejq i inne rodzaje helis, ale wystepuja one rzadzie;.

Rys. 11. Katy definiujace ksztalt szkieletu bialka.

Jeden ze sposobow zidentyfikowania struktury przestrzennej biatka polega na okresleniu
warto$ci kolejnych katow dwusciennych: w i ¢, jakie tworza wiazania uczestniczace w
budowie tancucha gltéwnego czyli szkieletu bialka. Katy te sa zdefiniowane na rys. 11.
Kolejny kat, @, rowniez zdefiniowany na rys. 11, jest niemal zawsze bliski 180°, gdyz w
wiazaniu peptydowym atomy C% C, O, N, H, oraz nastgpny C“ leza w jednej plaszczyznie.
Wszystkie warto$ci katow yw 1 ¢ znalezione w biatkach mozna umieséci¢ zbiorczo na
ptaszczyznie v 1 @, co nosi nazwe wykresu Ramachandrana. Okazuje si¢, ze na wykresie
Ramachandrana wystepuja dwa silne zageszczone obszary. W pierwszym z nich ¢ =—-100° £
50°1 w = 120° £ 40°. Odpowiada to strukturom f. W drugim ¢ =-70° = 40° 1 y = -50° £ 40,

co odpowiada a-helisom . Wykres Ramachandrana jest pokazany na Rys. 12.

Rys. 12. Wykres Ramachandrana pokazuje dozwolone wartosci katéw dwusciennych y i ¢ wystepujacych

w a-helisach i strukturach S typowego polipeptydu.
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Rys. 13 przedstawia ulozenie atomoéw w a-helisie. Wiazanie wodorowe tacza w niej
monomer i z monomerem i + 4. Struktura f powstaje z potaczenia nici £ za pomoca wigzan
wodorowych. Nici te moga przebiega¢ wzgledem siebie rownolegle badz antyrownolegle w
zaleznosci od tego, jak przebiega fancuch gtowny biatka na zewnatrz obszaru struktury £ (rys.

13).

Rys. 13. Budowa atomowa wybranych struktur drugorzedowych. Gérna cze¢$¢ rysunku przedstawia a-

helisg¢, a dolna strukture # zbudowana z trzech antyréwnoleglych nici f.

W schematycznych wykresach struktur trzeciorzedowych biatek, nici f zaznacza si¢ czgsto
ukierunkowana ptaska strzatka o zwrocie od konca aminowego do konca karboksylowego
biatka. Helisy natomiast zaznacza si¢ zwini¢tymi wstazkami. Rys. 14 przedstawia przyktady
struktur bialek. Biatka zazwyczaj zawieraja zarowno a-helisy, jak 1 struktury . Istnieja
jednak biatka zawierajace tylko jeden rodzaj struktury drugorz¢dowe;.

Rys. 14. Przyklady trzeciorz¢dowej struktury bialek. Skrecone wstazki przedstawiaja a-helisy, a wstazki

ze strzalkami — nici S.

17



F. Bazy danych o bialkach.

Znajomo$¢ trojwymiarowej struktury trzeciorzedowej biatka jest kluczowa dla zrozumienia
jego funkcji biologicznej. Okreslenie sekwencji w biatku jest obecnie zadaniem rutynowym,
natomiast okres$lenie struktury jest duzo trudniejsze. W 1992 roku znano struktur¢ atomowa
okoto 400 biatek. 10 lat pozniej — ponad 14500. Zdecydowana wigkszos¢ z nich okreslono w
wyniku otrzymania bialek w postaci krystalicznej. W pewnych warunkach mozliwe jest
wytworzenie krysztatu biatka z jego wodnego roztworu (w weztach sieci takiego krysztatu
znajduja si¢ molekuty biatka) i przeprowadzenie strukturalnej analizy rentgenowskiej. Druga
co do znaczenia metoda wyznaczania struktury to technika jadrowego rezonansu
magnetycznego, ktora nie wymaga uprzedniej krystalizacji. W ten sposdb wyznaczono okoto
17% znanych struktur. Okoto 2% struktur wyznaczono na drodze modelowania

teoretycznego.

Struktury biatek deponowane sa w komputerowych bazach danych. Istnieja
niepubliczne 1 publicznie dostgpne bazy danych. Te pierwsze prowadzone sa na ogoét przez
firmy farmaceutyczne. Z tych drugich najbardziej znana jest internetowa baza danych o
nazwie Protein Data Bank (PDB) i o adresie www.rcsb.org/pdb/, gdzie rcsb jest skrotem od
The Research Collaboratory for Structural Bioinformatics. PDB jest konsorcjum, w ktorym
uczestnicza cztery amerykanskie instytucje: Rutgers University w New Jersey, University of
California w San Diego, San Diego Supercomputer Center, i National Institute of Standards
and Technology w Marylandzie. Dane zgromadzone w PDB okreslaja przede wszystkim
wspolrzedne atomdw w strukturze natywnej biatka, w tym w szczeg6lnos$ci wspoirzedne C*.
PDB udostgpnia tez w dwojaki sposob dane dotyczace struktur drugorzedowych biatek.
Jeden rodzaj informacji zawarty jest w danych deponowanych przez autoréw, drugi za$ jest
wynikiem automatycznej analizy danych dokonywanej przez PDB. Te dwa rodzaje danych o
strukturze nie sa ze soba w pelni zgodne. Rozbieznosci dotycza najczesciej granic struktur
drugorzgdowych. Oprocz danych o strukturze, PDB udostgpnia rowniez program graficzny

RASMOL, ktéry pozwala wykresli¢ dane strukturalne.

18



Rys. 15. Schematyczna reprezentacja bialtka 2CI2 uzyskana z Protein Data Bank.

Jako przyktad zaznajomienia si¢ ze struktura biatka rozpatrzmy biatko zwane inhibitorem
trypsyny. Ma ono kod 2CI2 w PDB 1 jest zbudowane z 83 aminokwasoéw. Strukture
trzeciorzedowa ostatnich 65 z nich udalo si¢ okresli¢ droga dyfrakcji rentgenowskiej. 13
aminokwasow (od aminokwasu 31 do 43 wedlug deponujacych dane) tworzy a-helisg.
Istnieja tez cztery nici f, z ktérych dwie sa dtugie: aminokwasy 47-53 1 64-71, a dwie krotkie:
aminokwasy 22-24 1 80-83. Wszystkie cztery nici tworza w sumie jedna strukture¢ . PDB
udostgpnia schematyczny wizerunek struktury przedstawiony na rys. 15. Najkrotsza ni¢ S
nie jest widoczna w tej reprezentacji. Jest to przyklad réznic w sposobie klasyfikowania i

przedstawiania struktur biatek dostepnych poprzez PDB i otrzymywanych dos§wiadczalnie.

Rys. 16. Dwa rysunki ilustrujace budowe bialka 2CI2. Goérny rysunek przedstawia ksztalt szkieletu, a

dolny przedstawia polozenia atoméw i schemat utworzonych wiazan.
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Zdeponowane w internetowych bankach danych struktury biatek mozna tez analizowaé
samodzielnie.

Rys. 16 przedstawia reprezentacje szkieletu (goérny panel) i calej struktury atomowe;j
biatka 2CI2 (dolny panel) wykonane w programie graficznym RASMOL. W konwencji
RASMOL-u rozmiary wszystkich atomow sa jednakowe i zostaly tu dobrane tak, zeby
widoczne byly potaczenia migdzy atomami. Struktury drugorzedowe wida¢ na rysunku
samego szkieletu, ale byloby bardzo trudno je dostrzec, gdyby wykresli¢ rowniez tancuchy
boczne. Gdyby uzy¢ promieni atomowych van der Waalsa (odpowiadajacych rozmiarom
twardego rdzenia atomu i zgodnych z réwnaniem van der Waalsa dla gazu), to wizerunek
biatka wygladalby jak zwarta globula zbudowana z gesto upakowanych kul. Globula ta
miataby szorstka powierzchnig. Tak wigc istnieje wiele technik przedstawiania wizerunkdéw
biatek. Wszystkie one sa dosy¢ umowne, gdyz dotycza $wiata fizyki kwantowej. Nalezy tu
jednak zaznaczy¢, ze wiele wlasciwosci biatek, takich jak ich ruch, jest juz praktycznie w

obszarze fizyki klasycznej z uwagi na stosunkowo duze masy molekut.

ey
GRS !

Rys. 17. Cztery reprezentacje a-helisy w bialku 2CI2 widzianej z profilu. Kolejno od gory do dolu sg to:
schemat wstazkowy szkieletu, wigzania tworzace szkielet, polozenia atoméw i schemat wigzan miedzy

nimi oraz schemat wszystkich wigzan chemicznych.

Przyjrzyjmy si¢ teraz fragmentom struktury biatka 2CI2. Rys. 17 przedstawia rozne
reprezentacje a-helisy jesli patrze¢ na nia ,,z boku”, a rys. 18 dotyczy jej obrazu widzianej
wzdtuz osi. Rysunek w ksztatcie zwinigtej wstazki jest schematyczny. ,,Kanciasty” rysunek

szkieletu powstaje wtedy, gdy potaczy¢ odcinkami potozenia atoméw wegli C*. Kolejne
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panele uwzgledniaja tancuchy boczne — wraz z wizerunkami atomoéw i bez. Symbole literowe

okreslaja kolejne aminokwasy, ktore wystepuja w strukturze.

Q

o~helisa in 2CI2

SVEEAKKVILQDK (31 - 43)

Rys. 18. Tak jak na rys. 17, ale dla a-helisy widzianej wzdluz jej osi.

Rys. 19 przedstawia rézne reprezentacje dwoch dluzszych nici S, ktére sa do siebie

rownolegte. Wreszcie rys. 20 ilustruje trzecia struktur¢ drugorzedowa — skret. Struktura ta

dotyczy aminokwasow 62 — 65.

2 nici  w 2CI2

r

\

QIIVLPV (47 -53)
DRVRLFVD (64 - 71)

Rys. 19. Trzy reprezentacje dwoch nici f w biatku 2CI2.
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Skret w 2CI2
1

il

©

Rys. 20. Trzy reprezentacje skretu w biatku 2CI2 dla aminokwaséw w pozycjach 62 —65.

Bialko 2CI2 jest globularne. Jesli chodzi o biatka membranowe, to w roku 2001 PDB
miat w swoich zbiorach tylko 20 takich bialek. Biatek membranowych jest w przyrodzie
mniej wigeej tyle, co globularnych, ale mozna je wyizolowaé tylko w specjalnie wybranych
detergentach. Z punktu widzenia przemystu farmaceutycznego sa one wazniejsze niz biatka
globularne, gdyz az 2/3 obiektéw dziatania lekarstw na poziomie molekularnym to biatka
membranowe. Rys. 21 przedstawia schematyczna reprezentacj¢ bialtka membranowego,
zwanego maltoporyna, uzyskana ze szwajcarskiej bazy danych SWISSPROT, o adresie
www.expasy.ch/sprot/. Biatko to wyglada jak rurkowy kanat. Jest ono zbudowane z dwu nici

B, ktore spigte sa mostkiem dwusiarczkowym (-S-S-) zaznaczonym na zo6tto.

Maltoporyna

4

Rys. 21. Ilustracja struktury bialka membranowego — maltoporyny. Symbole N i C oznaczaja

odpowiednie zakonczenia lancucha.
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G. Przewidywanie struktury

Zrozumienie 1 przewidzenie sposobu zwinigcia si¢ biatka na podstawie sekwencji
aminokwasow stanowi jeden z najtrudniejszych i najwazniejszych probleméw wspotczesnej
obliczeniowej biologii molekularnej. Istniejace metody przewidywania struktury mozna
podzieli¢ na dwie klasy. Pierwsza to metody oparte na pordwnywaniu sekwencji o nieznanej
strukturze z biblioteka wzorcoOw zbudowanych na podstawie struktur znanych. Druga to
metody ab initio, ktorych celem jest okreSlenie struktury natywnej poprzez szukanie
globalnego minimum energetycznego w przestrzeni konformacyjnej. Metody ab initio sa
szczegOlnie pozadane w sytuacji, gdy badana sekwencja ma niski stopien podobienstwa z
sekwencjami o poznanych strukturach. Wbrew swej nazwie, wigkszo$¢ metod ab initio

korzysta z informacji uzyskanych z biatkowych baz danych.

Skuteczno$¢ metod przewidywania struktury testuje si¢ co dwa lata w konkursie
zwanym CASP (Critical Assesment of techniques for protein Structure Prediction; adres:
www.predictioncenter.llnl.gov), zorganizowanym po raz pierwszy w 1994 roku przez Moulta
(University of Maryland). Konkurs ten polega na poréwnaniu wynikéw niezaleznie
prowadzonych prac doswiadczalnych i teoretycznych nad tym samym zbiorem sekwencji (np.
nad okoto 100-aminokwasowymi fragmentami biatek). Grupa Bakera z Seattle nalezy do
mistrzow konkursu, osiagajac sukces dla okoto 75% uktadow. Ich metoda polega na sktadaniu
konformacji z fragmentéw znanych struktur z bazy danych. Te fragmenty wyznaczone sa na
podstawie lokalnego podobienstwa sekwencji do sekwencji badanej, gdzie zakres

podobienstwa jest okreslony na podstawie analizy statystyczne;.

Z kolei, podejscie grupy Levitta jest dwustopniowe i polega na okre$leniu mozliwych
struktur drugorzgdowych, a nastgpnie na znalezieniu najlepszego upakowania tych struktur na
uproszczonej sieci. Scheraga 1 jego wspoipracownicy (w tym Liwo 1 Pillardy z Polski)
uzywaja technik zwiazanych z minimalizacja energii w duzej przestrzeni konformacji.
Zaczynaja od modelu szkieletu taczacego atomy wegla C% a potem przechodza do pelnego
modelu atomowego. A. Kolinski i J. Skolnick rozpatruja zdyskretyzowane konformacje biatek
1 naktadaja na nie wigzy dotyczace przewidywan struktur drugorzgdowych oraz te, ktore

wynikaja z porownywania sekwencji z sekwencjami z bazy danych.
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Wszystkie te metody w duzej mierze zaleza sposobu interpretacji informacji
zawartych w bankach danych. Proba okres$lania struktury bez informacji z bazy danych jest
procedura zwana LINUS, ktora wypracowali Rose 1 Srinivasan w Johns Hopkins University w
Marylandzie. W procedurze tej ustala si¢ sktonnosci aminokwaséow do przynalezenia do
okreslonej struktury drugorzedowej na podstawie fizycznych wlasciwosci tancuchow
bocznych 1 preferencji katowych, jakie istnieja w biatkach i jakie sa zwiazane z brakiem
nachodzenia tancuchéw bocznych na siebie (wigzy steryczne). Procedura ta nie polega na

minimalizacji energii.

H. Bialka z perspektywy fizyki statystycznej

Wiele kluczowych idei w nauce o biatkach pojawilo si¢ dzigki spojrzeniu na nie z
perspektywy fizyki statystycznej. Problem zwijania jest waznym przykladem ogolnej klasy
zagadnien, dla ktorych sprzeczne ze soba warunki prowadza zazwyczaj do wielodolinowego
krajobrazu energetycznego, tak jak w przypadku szkiel spinowych. (zob. tez — Uklady
nieuporzadkowane).  Zasada minimalnej frustracji strukturalnej (Wolynes) 1 pojecie
krajobrazu energii swobodnej z ,,lejkiem zwijania”, a wigc takiego, w ktorym jedna dolina
dominuje, okazaty si¢ by¢ cenne dla zrozumienia i przewidywania termodynamicznych oraz
kinetycznych wiasciwosci biatek i pozwolily utworzy¢ obraz procesu zwijania. Symulacje
dynamiki molekularnej polegajace na numerycznym rozwiazywaniu roéwnan ruchu dla
atomOw, sa obecnie naturalnym narzedziem badania bialek. Na poczatku lat 90-tych
symulacje dynamiki molekularnej mogly eksplorowa¢ skale czasu rzgdu nanosekund a wigc
rzedy wielko$ci za krotkie, by badaé petny przebieg procesu zwijania. Obecnie skale rzedu
mikrosekundy staly si¢ osiagalne ale pozwalaja one jedynie na §ledzenie pojedynczej
trajektorii w ograniczonych obszarach przestrzeni fazowej. Szczegdtowa charakterystyka jest

nadal ograniczona do nanosekund.

I. Modele zredukowane

W fizyce, a zwlaszcza w mechanice statystycznej, czgsto stosowana jest procedura
renormalizacji, w ktorej eliminuje si¢ stopnie swobody uznane za niewazne i wprowadza
efektywne oddzialywania pomigdzy istotnymi stopniami swobody. Ten sposob myslenia stat
u podstaw wprowadzenia modeli zredukowanych, czy gruboziarnistych, w ktorych stopnie

swobody aminokwasu redukuje si¢ do trzech, a wigc jak dla przypadku jednej efektywne;j
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czastki, umieszczonej w potozeniu wegla C. Efektywna energia sekwencji w danej
konformacji nie zawiera wtedy wewngtrznych stopni swobody dla aminokwasoéw ani tych,

ktére dotycza wody.

Pierwsze tego rodzaju modele pojawity si¢ pod sam koniec lat 80-tych (Dill) i
dotyczyty krotkich modeli na sieci z dwu-literowym alfabetem aminokwasow: hydrofobowe i
hydrofilowe, z efektywnym przyciaganiem pomigdzy ,literami” hydrofobowymi. Takie
proste modele potrafity uchwyci¢ istot¢ zwijania bialek, a jednoczes$nie pozwalaly na bardzo
doktadne lub czasami §ciste scharakteryzowanie réwnowagowych i kinetycznych wtasciwosci
uktadu. Stuzyly one wigc czesto do testowania teorii dotyczacych biatek, np. tych
dotyczacych wlasciwosci krajobrazéw energetycznych heteropolimerdow, ktore si¢ zwijaja
dobrze i sa termodynamicznie stabilne (modele biatek) oraz tych, ktore si¢ zwijaja zle

(modele sekwencji przypadkowych).

Istotnym elementem uczynienia postgpu w problemach zwijania i projektowania
biatek jest wydedukowanie efektywnych potencjaléw oddziatywan pomigdzy aminokwasami.
Mozna szuka¢ rozwigzania tego zadania poprzez statystyczng analiz¢ danych dotyczacych
doswiadczalnie okreslonych struktur biatkowych. Na przyktad w 1985 roku Miyazawa i
Jernigan okreslili efektywne oddziatywania na podstawie czgstosci wystgpowania kontaktow
zadanych par aminokwaséw (ij) 1 przypisanie tym czgstoSciom czynnikdéw
boltzmannowskich, exp(—Eij/kzT), gdzie T odpowiada temperaturze pokojowej. Tak okreslone

energie oddzialywan, Ej;, maja jednak charakter tylko jakosciowy.

Jedna ze strategii uzyskania takich efektywnych oddzialywan opiera si¢ na obserwacji,
ze dla zadanej sekwencji biatkowej poprawne potencjaty powinny rozpoznawac stan natywny
jako posiadajacy nizsza energie niz inne probne konformacje o tej samej dtugosci (Banavar,
Maritan). Te probne konformacje zadane sa poprzez fragmenty bialek z banku biatek. Takie
probne struktury moga nie by¢ fizyczne dla pewnych sekwencji z powodu ograniczen
sterycznych i w dodatku zwykle nie wspolzawodnicza one energetycznie ze stanem
natywnym w znaczacy sposob. Praktycznym sposobem ulepszenia metody jest rozwazenie
probnego poczatkowego zestawu oddzialywan, 1 nast¢pnie znalezienie odpowiadajacych im
konformacji o niskich energiach. W nast¢gpnym kroku parametry potencjatow modyfikuje si¢

tak, by nienatywne stany o niskich energiach zwigkszaly swe energie w stosunku do
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konformacji natywnej. Ten proces powtarza si¢ wielokrotnie az stany natywne wielu istotnie

roznych od siebie biatek (,,nichomologicznych”) stang si¢ jednoczes$nie w pelni stabilne.

Jeszcze dalej idaca ideg dotyczaca zredukowania opisu biatek zaproponowat w latach
90-tych Eisenberg. Otdz informacje o strukturze trojwymiarowej biatka mozna odwzorowac
w jednowymiarowym ciagu danych. Kazdemu aminokwasowi mozna bowiem przypisac
informacje¢ o sytuacji sSrodowiskowej w jakiej si¢ znajduje. Zwykle sytuacje t¢ charakteryzuje
si¢ przez rodzaj struktury drugorzedowej oraz stopien wyeksponowania tancucha bocznego,
tzn. czy jest on schowany, czy odkryty, co jest zazwyczaj miarag hydrofobowosci
aminokwasu. Przeglad bazy danych biatkowych pozwala okresli¢ czgstosci, z jakimi kazdy z
20 aminokwasow znajduje si¢ w sytuacjach zdefiniowanych powyzej. Parametry te
wprowadzaja jednociatlowy opis biatka (nie rozwaza si¢ tu oddzialywan migdzy parami
aminokwasow), ktory idealnie nadaje si¢ do badan poréwnawczych bialek i do okre$lania
stopnia podobienstwa pomigdzy sekwencjami w zadanych strukturach. Nie jest to jednak

program witasciwy do badania np. kinetyki zwijania.

Testowanie statystyczne wyznaczonych jednocialowych parametrow Eisenberga
prowadzi do wniosku, ze prawdziwe stany natywne sa zgodne z parametrami Eisenberga w
okoto 69% bialek. Parametry te mozna jednak wyznaczy¢ lepiej wprowadzajac techniki tzw.
sieci neuronowych. Techniki te pozwalaja ,,nauczy¢ si¢” wiasciwych parametréw na
podstawie analizy ,treningowego” zbioru kilkuset bialek (Chang, Cieplak, Dima, Maritan,
Banavar). Sukces zidentyfikowania w testach stanu natywnego zwigksza si¢ wtedy do 90%.
W procedurze uczenia si¢ parametry dobiera si¢ tak, zeby stany natywne w zbiorze
treningowym byly duzo bardziej stabilne niz struktury probne (fragmenty — o tej samej liczbie
monomeréw — struktur natywnych innych biatek). Parametry finalne maja interpretacjg
fizyczna zwiazana z ich preferencjami do przebywania w okre§lonych $rodowiskach. Na
przyktad aminkowasy hydrofobowe (oprocz proliny) oraz cysteina sa czgsciej obecne we
wszystkich strukturach drugorz¢dowych i sa ustawione tak, ze sa bardzo mato eksponowane
na wodg. Najbardziej eksponowane miejsca w strukturze sa najchgtniej obsadzane przez

kwasowa lizyng, itd.

J. Modele Go
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Niemal w kazdej dyscyplinie nauki istnieja zagadnienia, ktére moga by¢ bardzo
skomplikowane, ale w wielu zastosowaniach wystarczy rozwaza¢ ich proste modele, jesli
ujmuja one cechy najistotniejsze dla rozpatrywanego zastosowania. Na przyktad w przypadku
uktadéw magnetycznych pierwszego wgladu w ich wlasciwosci dostarcza model Isinga. Dla
biatek idea najprostszego sposobu modelowania zostata sformulowana w Japonii w 1976 i
1981 r. Przez Go. Modele klasy Go opieraja si¢ na wielu doswiadczalnych obserwacjach,
Swiadczacych o tym, ze o niemal wszystkich wlasciwosciach biatek decyduje ich struktura
natywna i to nawet wtedy, gdy biatko jest w konformacjach rozwinigtych. Kontakty
wystepujace w strukturze natywnej biatka powinny wigc petni¢ wyrdzniona role w opisie
teoretycznym biatka. Zrealizowa¢ ten program mozna przez taki dobor potencjatow
oddziatywan migdzy aminokwasami, zeby w stanie natywnym realizowane bylo minimum
energetyczne uktadu. W konformacjach wzbudzonych pojawiaja si¢ rowniez kontakty
nienatywne 1 nalezy je uzna¢ za duzo stabsze, np. czysto odpychajace, co zapobiega

zapetlaniu si¢ szkieletu polimeru ze soba. Przykladem wyboru potencjalu dla kontaktu

12 6
natywnego jest potencjat Lennarda-Jonesa: 45[(—”} - (—”] ] gdzie r oznacza odleglosé
r r

migdzy para aminokwasow (i, j), ¢ charakterystyczng skalg energii, a parametr odleglosci o;;
dobiera sie tak, by minimum potencjatu odpowiadato odleglo$ci miedzy atomami wegla C*
wyznaczonej dos§wiadczalnie. Okazuje sig, ze tak uproszczony model daje bardzo podobne
wyniki (Cieplak, Hoang, Robbins) do pelnoatomowej symulacji w badaniach mechanicznego
rozciggania globularnego fragmentu (,,domeny”) tytyny — gigantycznego biatka
odpowiedzialnego za wlasciwosci elastyczne migsni (Lu, Isralewitz, Krammer, Vogel,
Schulten). W badaniach rozciagania bada si¢ np. wykres sily przeciwstawiajacej si¢

rozciaganiu w funkcji przemieszczenia konca biatka.
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Rys. 22. Definicja i wlasciwo$ci modelu Go na dwuwymiarowe;j sieci — dokladniej omdéwione w tekscie.

Rys. 22 przedstawia sieciowa wersje modelu Go. Jest to model — zabawka. Sktada si¢ on z 16
polaczonych ze soba koralikow poruszajacych si¢ na sieci kwadratowej. Konformacja
przedstawiona na rysunku jest tylko jedna z ponad 800 tys. mozliwych 1 jedna z 37, ktére sa
maksymalnie zwarte — jest utozona na sieci 4 x 4. Przyjmijmy, ze wykreslona konformacja
ma odpowiada¢ najnizszej energii a wigc jest analogiem struktury biatka wyznaczonej
doswiadczalnie. Niech koralik w prawym dolnym rogu odpowiada poczatkowi ,biatka”. Dla
tego uktadu istnieje 9 kontaktow natywnych: 1 — 14,2 -15,3-16,5-16,6-9,8 - 11,9 —
16, 10 — 13, 10 — 15. Przypisuyjemy im energi¢ — &. Pozostate kontakty, np. 2 — 9, sa

nienatywne i im przypisujemy energi¢ rowna Zzero .

Ten uktad jest na tyle krotki, ze mozna $ciSle numerycznie wyznaczy¢ sume
statystyczna 1 w szczegoélnosci wyznaczy¢ Py — réwnowagowe prawdopodobienstwo
zdarzenia, ze uklad jest w stanie natywnym. Py jest z pewnos$cig rowne jednosci dla 7= 0 1
zeru dla wysokich 7. Temperatura, dla ktorej Py przechodzi przez warto$¢ 2 oznaczana jest
symbolem 7. Jest to temperatura zwijania i jest ona miara termodynamicznej stabilnosci
uktadu. W realistycznych modelach oczekiwalibySmy, ze Ty powinno by¢ rzedu 50 — 60° C.
Temperatura zwijania nic nie ,,mowi” na temat dynamiki uktadu. W klasycznych modelach
pozasieciowych dynamikg¢ wyznaczaja rownania Newtona, w ktorych sity wynikaja z
potencjalow oddziatywania migdzy aminokwasami. Mozna tez uwzgledniaé wplyw
rozpuszczalnika, ktory w szczegdlnosci okresla temperature uktadu. Na sieci nie ma rownan

Newtona 1 mozliwe sa tylko ruchy dyskretne. Dynamike trzeba tu zatem zdefiniowac
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dodatkowo. Przypusémy, ze dopuszczamy tylko takie ruchy, jakie sa przedstawione w
dolnym panelu rysunku: koralik oznaczony kolorem czarnym moze przeskoczy¢ na miejsce
zaznaczone kolorem czerwonym, jesli nie jest ono zajgte. Jest to wige dynamika typu Monte
Carlo. Dozwolony ruch jest na pewno realizowany, jesli prowadzi do obnizenia energii Jesli
nastegpowatoby podwyzszenie energii, to ruch jest akceptowany z prawdopodobienstwem

boltzmanowskim, a wigc jest w ten sposob kontrolowany przez temperature.

Centralna czg$¢ rysunku przedstawia wykres czasu zwijania w funkcji temperatury.
Zdefiniowany jest on poprzez liczbe krokéw Monte Carlo potrzebna do znalezienia si¢ po raz
pierwszy w stanie natywnym, je$li konformacja poczatkowa jest jaka§ konformacja
rozwini¢ta (wynik jest usredniany po wielu takich konformacjach poczatkowych). Wykres ten
ma ksztalt litery U. Czas zwijania jest dtugi dla duzych 7, gdyz proces zwijania przypomina
wtedy szukanie igly w stogu siana. Jest on réwniez dlugi dla matych 7, gdyz z powodu
pojawienia si¢ zjawisk szklistych uktad trafia w lokalne minima energetyczne. Tak wigc
istnieje temperatura optymalna, 7, (ogdlniej warunki optymalne, jesli by takze rozwazy¢
zmiany pH) przy ktorej zwijanie jest najszybsze. Ten wykres w ksztalcie U jest bardzo
typowy — pojawia si¢ on rowniez i w modelach pozasieciowych i prawdziwych biatkach.
Duza szybko$¢ zwijania dla T = T, oznacza, ze wtedy zwijanie si¢ jest najbardziej sktadne i

odpowiada optymalnej §redniej kolejnosci ruchow.

Dla rozpatrywanego tu modelu Go o 16 monomerach 7 jest wigksze niz T,;,. Oznacza
to, ze dla T bliskiego 7, uklad jest rownowagowo blisko stanu natywnego, a efekty szkliste
nie sa jeszcze obecne. Jest to sytuacja analogiczna do tego, czego oczekuje si¢ w biatkach.
Mowimy, ze taki ten uktad zwija si¢ dobrze. Dla uktadow, ktore nie sa modelami biatek, a
przypadkowych sekwencji aminokwasow, Ty jest znacznie nizsze niz 7,,: przy schtadzaniu
uktad putapkuje si¢ zanim znajdzie sig¢ blisko stanu natywnego. Takie uktady zwijaja sig Zle.
Mozna pokaza¢ (Cieplak, Hoang), ze dla dostatecznie dtugich polimerow (na sieci 1 poza
siecia) nawet modele Go przestaja zwija¢ si¢ dobrze. Istnieje wigc granica funkcjonalnos$ci

biatka, ktora jest zwiazana z jego rozmiarami.

K. Kolejnos¢ zdarzen w zwijaniu i rozcigganiu bialek

W warunkach optymalnych zwijanie si¢ bialek polega na optymalnym ,sktadaniu” jego

fragmentow. Np. o-helisa zwija si¢ od swych koncow do $rodka. Spinki f — dwie

29



antyréwnolegte nici £ polaczone skrgtem — zwijaja si¢ poczynajac od skretu. Pelne biatka
najczesciej najpierw buduja kontakty krotkozasiggowe, gdzie zasigg mierzony jest wzdluz
szkieletu, a dopiero na samym koncu spinajace kontakty dlugozasiggowe. Odejscie od
warunkow optymalnos$ci, np. odejscie od temperatury 7,,, powoduje zaburzenie tej
kolejnosci i wydluza czasy zwijania. Tuz przed koncem XX wieku rozpoczgto badanie
duzych biatek (np. okoto 300-domenowej tytyny, w ktorej kazda domena ma okoto 100
aminokwasdéw) metodami mechanicznego rozciagania za pomoca mikroskopu sity atomowej,
czy tzw. szczypczykdéw optycznych. Analiza modeli teoretycznych wskazuje na to, ze
kolejnos¢ zrywania kolejnych kontaktow na ogo6tl wcale nie jest odwrotna do tej, jaka jest

realizowana w procesie zwijania.

L. Inzynieria bialkowa

Inzynieria biatkowa udostgpnita nowe doswiadczalne narzgdzie badania kinetyki zwijania si¢
biatek. Metoda ta polega na wykonywaniu mutacji, czyli zamianie aminokwasu, w r6znych
miejscach tancucha biatkowego i badaniu wpltywu takiej zmiany na stabilno$¢ i1 czasy
zwijania si¢. Najbardziej znana w tej dyscyplinie grupa badawcza jest zespot z Cambridge,

ktérym kieruje Fersht.

Wyniki tych doswiadczen wskazuja na to, ze by¢ moze 20-literowy alfabet
aminokwasow nie jest funkcjonalnie konieczny. Wtasciwosci pewnego zbioru zbadanych
biatek nie ulegaja wielkim zmianom, jesli w wyniku podstawien zbudowac¢ biatka tylko z 5 —

6 wybranych aminokwasow.

Drugi aspekt dotyczy czaséw zwijania. Podstawienia moga ten czas zarowno skrocic,
jak 1 wydluzy¢ w poréwnaniu z czasami zwijania biatek naturalnych. Mozliwo$¢ skrocenia
czasOw zwijania sugeruje, ze biatka naturalne, cho¢ zwijaja si¢ szybko, nie sa optymalne pod
wzgledem kinetycznym. Trzeci aspekt dotyczy zrozumienia ,,warto$ci ¢” przy zamianie
(mutacji) aminokwasoéw. Oto6z przej$cie od stanu rozwinigtego do zwinigtego w biatku
globularnym polega na ustanawianiu coraz wigkszej liczby kontaktow natywnych.
Interpretacja doswiadczen podstawieniowych w krotkich biatkach zaktada obraz dwustanowy
(poszczegodlne molekuty bialek w roztworze sa albo w stanie zwinigtym albo rozwinigtym), a
samo przejscie jest podobne do reakcji chemicznej, w ktorej nastgpuje konwersja jednego

stanu w drugi. Ta konwersja jest zazwyczaj ograniczona przez jakies ,,waskie gardlo” zwane
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stanem przejscia. Warto§¢ ¢ jest zdefiniowana jako stosunek mutacyjnej zmiany bariery
energetycznej, efektywnie opisujacej czas zwijania, do zmiany w energii swobodnej
stabilno$ci bialka (jest to zmiana w energii efektywnie opisujacej Py). W najprostszym
scenariuszu wartosci ¢ dla zwijania 1 rozwijania sumuja si¢ do jedno$ci. Wartosci 0 1 1
odpowiadatyby brakowi oddziatlywania lub pelnemu oddzialywaniu zmutowanego miejsca w

stanie przejsciowym.

Inna perspektywa spojrzenia na przej$cie stan rozwinigty — stan zwini¢ty zauwaza
analogi¢ do przejscia fazowego pierwszego rodzaju. Kinetyczny mechanizm zwijania
polegatby wiec na nukleacji. Pojgcie zarodka zwijania powinno si¢ wigza¢ ze stanem
przejscia. Powinna to by¢ pierwsza stabilna struktura, ktora si¢ pojawia tuz po minigciu stanu
przejscia. Czego miara sa tak naprawdg mierzone wartosci ¢? Czy mutacje powoduja
przeskoki pomigdzy ré6znymi mozliwymi $ciezkami zwijania? Czy obraz dwustanowy jest

prawdziwy? Sa to pytania, ktore wkrétce powinny doczekac si¢ odpowiedzi.

M. Proteomika

Po odcyfrowaniu genomu ludzkiego nastgpnym celem stalo si¢ okreslenie ludzkiego
proteomu — przedstawienie listy struktur 1 wlasciwosci wszystkich biatek, jakie moga istnie¢
w organizmie ludzkim. Termin ”proteom” zostal po raz pierwszy sformutowany przez grupe
szwajcarskich biochemikow z os$rodka genewskiego (Hopital Universitaire de Genéve) w
1994 roku. Istnieje $cisty zwiazek pomigdzy genomem (zbiorem wszystkich genow) i
proteomem (zbiorem wszystkich biatek kodowanych przez dany genom). Nalezy zwrécié
jednak uwage na to, ze cho¢ genom jest niezmienny dla danego osobnika, to proteom moze
si¢ zmienia¢. Najprostszym przyktadem moze by¢ niezmienny genom dla danego gatunku
owada oraz opowiadajace mu, zdecydowanie rézne, proteomy dla postaci larwalnej i dla
dorostej. Gromadzeniem informacji dotyczacej identyfikacji struktur biatkowych,

rozpoznawania i selekcjonowania bialek oraz badaniem ich funkcji zajmuje si¢ proteomika.

Sa dwie kategorie proteomiki. Pierwsza zajmuje si¢ klasyfikowaniem bialek
polegajacym na zidentyfikowaniu i scharakteryzowaniu wszystkich biatek i1 znalezieniu réznic
migdzy biatkami z tkanek normalnych i chorych. Ta zwiazana z medycznymi zastosowaniami

proteomika stwarza nadziej¢ na opracowanie metod pozwalajacych na szybsza diagnozg oraz
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postep w leczeniu wielu choréb. Druga dziedzina proteomiki jest proteomika funkcjonalna,

polegajaca na wytwarzaniu nowych biatek i badaniu ich funkcji.

N. Techniki badania struktury bialek

Wspotczesna biologia strukturalna oraz biofizyka biatek wykorzystuja wiele technik
doswiadczalnych. Wydaje si¢ jednak, ze w dotychczasowym poznaniu trojwymiarowych
struktur bialek najwigksza rol¢ odegrata rentgenowska analiza strukturalna. Druga
podstawowa technika badania struktur przestrzennych czasteczek biatkowych staje si¢
obecnie technika jadrowego rezonansu magnetycznego (skrot angielski NMR 1 polski JMR).
Te techniki wspomagane sa przez caly szereg innych metod, z ktérych najwazniejszymi sa:
metody optyczne (spektrometria fluorescencyjna i absorpcyjna oraz dichroizm kotowy),
metody innych odmian rezonanséw magnetycznych, takich jak, elektronowy rezonans
paramagnetyczny (EPR) oraz podwojny jadrowo-elektronowy rezonans magnetyczny
(ENDOR), czy tez ostatnio wprowadzona do badan pojedynczych molekut technika
mikroskopii sit atomowych (AFM) wspomagana laserowa technika tzw. szczypczykéw

optycznych.

Najistotniejsze cechy dwoch podstawowych technik badania struktury bialek, tj.
rentgenowskiej analizy strukturalnej oraz jadrowego rezonansu magnetycznego zostana

omoOwione ponizej.

O. Rentgenowska analiza strukturalna

Dyfrakcja promieni rentgenowskich dostarcza informacji o trojwymiarowe;j strukturze
tych bialek, ktére udato si¢ zidentyfikowaé, wyizolowaé, a nastgpnie wyhodowaé z nich
krysztaty odpowiednio dobrej jakosci. Jednym z pierwszych bialek, ktore udato si¢ otrzymac
w formie wysokiej jakoSci krysztalow oraz zbada¢ za pomoca dyfrakcji promieni
rentgenowskich byta insulina (rok 1924). Dzigki znajomos$ci trojwymiarowej struktury
przestrzennej oraz poznaniu sekwencji aminokwasow w tym biatku (rok 1958), insulina byta
tez pierwszym ludzkim biatkiem, ktore udato si¢ otrzymac droga catkowicie syntetyczna (rok
1979). Nastapito to wigc na dlugo przed poznaniem odpowiedniej sekwencji nukleotydow
kodujacych insuling w ludzkim genomie. Zakres badan prowadzonych za pomoca techniki

rentgenowskiej stale si¢ powigksza. Poza prostymi biatkami w postaci krystalicznej, bada si¢
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takze duze asocjaty biatek, np. rybosomy, biatkowy rdzen nukleozymu, kompleksy biatko-
biatko (w szczegdlnosci biatko-przeciwciato) lub tez kompleksy biatko-DNA.

promienie rozproszone

/ krysztal biatka

detektor o 1 )
(klisza) zrodlo promieniowania

rentgenowskiego

Rys. 23. Schemat aparatury stosowanej w rentgenowskiej analizie strukturalnej. Naswietlona klisza

(lewa strona rysunku) przedstawia tzw. lauegram dla monokrysztalu hemoglobiny.

Odkryte przez Roentgena w 1895 roku promieniowanie (zwane takze
promieniowaniem X) wytwarzane jest obecnie w urzadzeniach zwanych lampami
rentgenowskimi. W lampach takich nastgpuje termoemisja elektronow z katody. Sa one
nastgpnie przyspieszane w obszarze migdzy katoda i anoda za pomoca wysokiego napigcia
(~100 kV). Elektrony o tak duzej energii bombarduja anodg, a zrédlem promieniowania X sa
radiacyjne przejScia pomiedzy wewnegtrznymi powtokami elektronowymi atomow
wchodzacych w sktad materialu anody.  Dlugos$ci fal emitowanych przez lampy
rentgenowskie zawieraja sic w przedziale od 10" do 10° m. W szczegblnosci,
charakterystyczne promieniowanie rentgenowskie o dlugosci fali ~10"° m znajduje
zastosowanie w analizie strukturalnej, gdyz typowe odleglosci migdzyatomowe zardwno w
ciatach stalych, jaki i w krysztatach biatek, sa wlasnie tego rzedu (~0,1 nm). W praktyce
wykorzystuje si¢ najczgsciej promieniowanie rentgenowskie o dtugosciach fal od 0,02 do 0,25

nm, co odpowiada energiom z przedziatu od 60 do 5 keV.

Rozdzielczos$¢ rentgenowskiej analizy strukturalnej stale si¢ poprawia i pozwala na
precyzyjne okreslenie polozen zdecydowanej wigkszosci atomoéw w danej molekule biatka.
Dla wielu wykrystalizowanych biatek rozdzielczo$¢ ta jest lepsza niz 0,2 nm, co odpowiada
prawie 1/2 dlugos$ci wiazania peptydowego. Coraz czesciej do badan strukturalnych bialek
uzywane jest promieniowanie synchrotronowe wytwarzane w postaci silnie koherentnej
wiazki o bardzo duzym natgzeniu. Typowy rozklad widmowy zZrddla promieniowania
synchrotronowego pokazany jest na rys. 24. W odréznieniu od klasycznych lamp

rentgenowskich, zrodta synchrotronowe wytwarzaja promieniowanie elektromagnetyczne o
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bardzo szerokim spektrum, pokrywajac zakres od podczerwieni, poprzez zakres
promieniowania widzialnego 1 ultrafioletu prézniowego, az po tzw. migkkie 1 twarde
promieniowanie X. Tak szeroki zakres promieniowania odpowiada przedziatowi energii od
okoto 0,1 eV do okoto 1000 keV. Nalezy zwr6ci¢ uwage na znacznie wyzsze natgzenie
wiazki oraz na szerszy zakres widmowy promieniowania synchrotronowego w poréwnaniu z
tradycyjnymi zrodiami promieniowania elektromagnetycznego. Praktycznie w calym swym
dostgpnym zakresie promieniowanie synchrotronowe jest kilka rzgdow wielkos$ci wyzsze niz
otrzymywane za pomoca innych Zzrédet promieniowania, wlaczywszy w to klasyczna lampg

generujaca promieniowanie rentgenowskie.

Khrotron DORIS

%Slor’lce lampa rentg@enowska

S,
2227

Intensywnosé

1000 100 10 1 0,1 0,01
<

promieniowanie widzialne Dlugosé fali [nm]

Rys. 24. Rozklad widmowy zr6dia promieniowania synchrotronowego dla synchrotronu Doris (Double-
Ring Storage Device) w oSrodku Deutches Elektronen — Synchrotron (DESY) w Hamburgu.
Intensywno$¢ promieniowania jest tu rozumiana jako liczba foton6w wyemitowanych w okreslonym kacie

brylowym w czasie jednej sekundy.

Promieniowanie synchrotronowe wytwarzane jest w pierScieniowych akceleratorach
naladowanych czastek, takich jak elektrony lub pozytony. W systemach tych czastki
poruszaja si¢ w bardzo wysokiej préozni po orbitach kolowych o $rednicach rzedu
kilkudziesigciu metrow z predkosciami bliskimi predkosci $wiatla. Zakrzywienie toru
elektronow mozliwe jest dzigki zastosowaniu pol magnetycznych o silnym natgzeniu (polega
to na wykorzystanie sity Lorenza zakrzywiajacej tor natadowanej czastki poruszajacej si¢ w
kierunku prostopadtym do linii sil pola magnetycznego). Na przyklad, w synchrotronie
DORIS, o koncowej energii elektronow rzedu 5,6 GeV, dla zakrzywiania toru elektronow
stosowane jest pole magnetyczne o natgzeniu 1 T. Ze wzgledu na zamknigta trajektori¢ ruchu

naladowanych czastek w synchrotronie pierscieniowym, elektrony doznaja przyspieszenia
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dosrodkowego, ktoremu towarzyszy wypromieniowanie energii elektromagnetyczne;j.
Maksymalna energia wyemitowanego promieniowania, Emay, zZWigzana jest z promieniem
krzywizny orbity i mozna ja wyrazi¢ wzorem:

Emax:%(é):;

gdzie m, oznacza mase elektronu, s — stala Plancka, ¢ — predkos¢ swiatta, E energi¢ wiazki,
za$ R opowiada promieniowi krzywizny trajektorii elektronéw. Jak wynika z powyzszej
zalezno$ci, dla promienia krzywizny okoto kilkudziesigciu metrow i energii wiazki okoto
kilku GeV, wypromieniowana energia Epn,x Wynosi okoto kilkadziesiat keV. Zastosowanie
takich zrodel promieniowania o natgzeniu wiazki okoto trzy rzedy wielkosci wigkszej niz w
tradycyjnych wysokonapigciowych lampach rentgenowskich pozwala na znaczne skrocenie
czasu wykonywania analizy dyfrakcyjnej krysztatow bialtka. Dzigki duzej jasnosci i silnej
zbieznosci wiazki promieniowania X wytwarzanej w zrodtach synchrotronowych, mozliwe
jest takze otrzymywanie informacji kinetycznych. Analiza rentgenowska pozwala wigc na
wykonywanie eksperymentow krystalografii rozdzielczej w czasie. Ta technika umozliwia
przeprowadzanie bezposredniej analizy strukturalnej przejsciowych struktur biatka w
procesach dynamicznych w warunkach temperaturowych  zblizonych do temperatury
fizjologicznej. Tego typu podejScie pozwala na otrzymanie informacji o dynamicznych
zmianach struktur konformacji biatka z doktadno$cia okoto 0,18 nm, z rozdzielczo$cia
czasowa rzedu 1 ns. Na rys. 25 przedstawiono wynik do$wiadczenia, w ktorym $ledzono
zmiany konformacji molekuly mioglobiny w procesie odlaczania si¢ od niej czasteczki tlenku
wegla (CO). Proces ten zapoczatkowany zostal impulsem laserowym, ktory dostarczyt
wzbudzenia elektronowego grupie prostetycznej mioglobiny (zZelazo-protoporfiryna). W
wyniku tego wzbudzenia, molekuta CO dysocjuje, a proces ten moze by¢ §ledzony w czasie
rzeczywistym. Poszczegdlne etapy procesu $ledzone byly w odstepach czasu 150 ps
odpowiadajacym pojedynczym rozbtyskom promieniowania synchrotronowego. Caltkowity

proces dysocjacji nastgpowat w czasie dziesi¢¢ razy dluzszym.
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Rys. 25. Obserwacja dysocjacji molekuly CO z mioglobiny. Eksperyment wykonany przez Moffata w

Europejskim OSrodku Promieniowania Synchrotronowego ESRF w Grenoble.
P. Jadrowy rezonans magnetyczny

Badania biatek za pomoca rentgenowskiej analizy strukturalnej wspomagane sa obecnie przez
technik¢ jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR). NMR, w odroznieniu od
rentgenowskich badan prowadzonych na krysztatach, pozwala na poznanie tréjwymiarowe;]
struktury biatek w Srodowisku bardziej zblizonym do naturalnego, czyli w roztworach. Wazna
zaleta NMR jest takze fakt, ze ta technika spektroskopowa postuguje si¢ promieniowaniem
elektromagnetycznym o stosunkowo niskich energiach od okoto 1,7 x 107 eV do okoto 3,7 x
10° eV. Ten przedziat energii odpowiada falom radiowym o czestosciach z zakresu 40-900
MHz. Stosowanie promieniowania elektromagnetycznego o tak niskiej energii w
najmniejszym stopniu nie naraza struktury biatka na uszkodzenie. Mozliwo$¢ wygenerowania
defektéow strukturalnych w badanym biatku jest natomiast jednym z podstawowych
mankamentow rentgenowskiej analizy strukturalnej wykorzystujacej wysokoenergetyczne
promieniowanie X.

Metoda NMR wykorzystuje fakt, ze cze$¢ atomow z ktorych zbudowane jest biatko
wykazuje magnetyzm jadrowy. W szczegdlno$ci, jadra atomowe zawierajace nieparzysta
liczbg protonéw lub neutronéw obdarzone sa niezerowym momentem pedu K = 7 I, gdzie K
oznacza moment pedu, i = h/2m, a I jest spinem jadrowym. Jadra takie wykazuja zatem
niezerowy moment magnetyczny u, ktéry moze by¢ wyrazony wzorem u = y i I , gdzie y
oznacza czynnik giromagnetyczny dla danego jadra. Jezeli taki uktad spinéw jadrowych
umiescimy w silnym zewngtrznym polu magnetycznym By, nastapi uporzadkowanie

jadrowych momentéw magnetycznych wzdhuz kierunku pola. Zgodnie z jednym z
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podstawowych praw fizyki (doswiadczenie Sterna i Gerlacha z 1923 roku), momenty
magnetyczne jader ustawia sig¢ ,,rownolegle” albo ,,antyrownolegle” do kierunku pola. Dla
jader atoméw wodoru 'H (protonéw), o jadrowym spinie I = 1/2, bedzie to odpowiadato
dwom warto$ciom magnetycznej liczby kwantowej my = +1/2 oraz my= - 1/2. W og6lnosci, w
zewngtrznym polu magnetycznym, poziomy energetyczne jader rozszczepiaja si¢ na (21 + 1)
podpoziomow rozniacych si¢ energia AE = - y h By Am, gdzie Am opowiada réznicy wartosci
odpowiednich magnetycznych liczb kwantowych m;. Pojawienie si¢ przerwy energetycznej
AE migdzy poziomami o réznych jadrowych liczbach magnetycznych w zewngtrznym polu
magnetycznym nosi nazw¢ jadrowego zjawiska Zeemana, a odpowiednie poziomy zwane sa
poziomami zeemanowskimi. W okreslonych warunkach do$wiadczalnych jadrowy uktad
poziomdéw zeemanowskich moze absorbowac energi¢ dostarczona z zewnatrz. Takie warunki
doswiadczalne stosowane sa wlasnie w technice NMR do detekcji jader atomowych
obdarzonych niezerowym spinem. Kwantowy obraz zjawiska jadrowego rezonansu

magnetycznego dla najprostszego przypadku (dla jader atoméw wodoru, 'H) przedstawiono

na rys. 26.
Jadrowy efekt
m=-12 ¢ > Zeemana
v
m,=+1/2 I Vo I=1/2,m=+1/2
\ II A E — hVO
m,=+1/2 j) ,
| . %
! B promieniowanie
0 elektromagnetyczne hv,

Rys. 26. Kwantowy obraz zjawiska jadrowego rezonansu magnetycznego.

Probka zawierajaca protony umieszczona jest w polu By. Jesli uktad taki naswietlimy
dodatkowo promieniowaniem elektromagnetycznym o czgstotliwosci v = w/2z = (y By)/2m i o
sktadowej magnetycznej B; spolaryzowanej w plaszczyznie prostopadiej do pola
zewngtrznego (B; L By oraz B; << Bj)), to wywolane zostana przej$cia pomigdzy sasiednimi
poziomami zeemanowskimi. Dla uktadu protonéw (‘H) o jadrowym spinie I = % i dla

dozwolonego przejscia 4m = +1, warunek jadrowego rezonansu magnetycznego mozna
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wyrazi¢ zaleznoscia AE = h v =h y By. Jesli taki uklad protonéw zostanie zanurzony w polu
magnetycznym o natgzeniu 1 T, to rezonansowa czgstos¢ promieniowania
elektromagnetycznego wyniesie 42,58 MHz. Jest to zatem czgsto$¢ z zakresu fal radiowych,

nieco tyko nizsza od pasma UKF.

Informacja strukturalna w metodzie NMR pochodzi z precyzyjnego pomiaru tzw.
przesunigcia chemicznego (), ktore jest silnie zréznicowane dla poszczegdlnych atomoéw
wodoru lub ich ugrupowan w danym biatku. Przesuniecie chemiczne jest miara niewielkich
roznic nat¢zenia pola magnetycznego “wyczuwanego” przez dane jadro atomowe. Mate
lokalne zmiany nat¢zenia pola magnetycznego na poszczegdlnych jadrach atomowych sa
wynikiem ich ekranowania przez chmury elektronowe danego atomu i jego najblizszych
sasiadow. W wyniku takiego eckranowania efektywne pole magnetyczne w miejscu
obserwowanego jadra jest nieco inne niz pole zewngtrzne. Stopien ekranowania, a wigc i
przesunigcie chemiczne dla danego jadra zalezne sa zatem od lokalnego rozktadu gestosci
elektrondow wokot niego. Prowadzi to do zréznicowania czgsto$ci rezonansowych (v) dla
poszczegolnych grup jader i w rezultacie, przy ustalonym polu By, w widmie NMR ich linie
réznia si¢ polozeniem na osi czestosci. Odleglo$¢ danej linii od umownej linii wzorca
odpowiada wtasnie przesunigciu chemicznemu i moze by¢ zapisane w postaci:
5= Viimii ~ Y wzorea_o 10
Przesuniecie chemiczne mierzone jest w jednostkach wzglednych (ppm) w stosunku do
wzorcowej substancji, ktora najczgsciej jest tetrametylosilan (CH3)sSi, w skrocie TMS.
Przyktadowe widmo NMR zarejestrowane dla probki zawierajacej roztwoér alkoholu

etylowego (C,HsOH) w wodzie pokazano na Rys. 27.

CH,
OH

CH,

Rys. 27. Widmo NMR protonéw (‘H) dla roztworu alkoholu etylowego w wodzie (pole magnetyczne B, =

4,7 T, czestosé ~ 200 MHz). Wartos¢ 5= 0 odpowiada polozeniu linii rezonansowej wzorca (TMS).
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Widmo NMR prostego zwiazku chemicznego jakim jest C;HsOH zawiera trzy wyraznie
rozdzielone zespoty linii, ktore pochodza od protonéw znajdujacych si¢ w grupach CHs, CH;
1 OH. Widmo to ilustruje podstawowaq zalet¢ metody NMR: jej wysoka zdolnos$¢ rozdzielcza.
Na osi poziomej wykresu odlozone jest przesunigcie chemiczne, ktore dla poszczegdlnych
grup protonow wynosi odpowiednio: 1, 3,6 oraz 4,7 ppm. Nalezy zwroci¢ uwagg na to, ze
rozszczepienie linii w ramach grup jest wynikiem dodatkowego oddziatywania, zwanego
sprzgzeniem spinowo-spinowym (dla réznych kombinacji oddziatujacych ze soba spinow
jadrowych). Stosunek catkowitych natgzen linii NMR (rozumianych jako suma pol
powierzchni linii w ramach danej grupy) dla protonéow z grup CHs;, CH, i OH wynosi
odpowiednio 3 : 2 : 1, co dobrze odzwierciedla réznice liczb protondéw przynaleznych do

poszczegolnych grup.

Dla bardziej skomplikowanych czasteczek organicznych, pomiar przesunigcia
chemicznego jest wygodnym sposobem badania ich struktury. Przykladowo, dla protonow
grupy metylowej (-CHs), & czgsto wynosi okoto 1 ppm w stosunku do wartosci okoto 7 ppm
dla protondéw zwiazanych z pierScieniem aromatycznym. Przesunigcie chemiczne dla
wigkszosci jader wodoru w biatkach zawiera si¢ pomiedzy 1 1 9 ppm. Dodatkowo, potozone
w poblizu siebie jadra atoméw wodoru moga ze soba oddziatywaé¢ magnetycznie w wyniku
wspomnianego juz wyzej sprzezenia typu spin-spin. Takie oddzialywanie, pomigdzy
nierdwnowaznymi czgsto jadrami atomow wodoru, wystepuje dla jader blisko potozonych,
gdy ich wzajemna odleglo$¢ nie jest wigksza niz trzy wiazania kowalencyjne. W wypadku
pomiarow NMR molekut biatek oddzialywania spin-spinowe dostarczaja dodatkowych

waznych informacji strukturalnych.
W badaniach NMR struktury niektérych biatek wykorzystuje si¢ takze inne stabilne

izotopy, takie jak, np. C, "N, *'P oraz '"O. Istotne z punktu widzenia NMR wlasnosci

izotopow pierwiastkOw najczesciej wystepujacych w biatkach zestawiono w tabeli na rys. 28.
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WilasnoSci izotopow o niezerowym spinie jadrowym pierwiastkow
najczesciej wystepujacych w biatkach

Izotop Liczba Liczba Spin Czestotliwos¢ | Zawartos§é
niesparowanych | niesparowanych| jadrowy rezonansu w
protonéw neutronéw jadrowego przyrodzie

w polu B,=1T [%]
[MHZz]
'H 1 0 1/2 42,58 99,98

“F 1 1 1/2 40,08 100,0

'p 0 1 1/2 17,25 100,0

Ne 0 1 1/2 10,71 1,11

'H 1 1 1 6,54 0,0156

“N 1 1 1 3,08 99,63

Rys. 28. WlasnoS$ci izotopéw o niezerowym spinie jadrowym pierwiastkéw najczeSciej wystepujacych w

bialkach.

Z danych zamieszczonych w tabeli na rys. 28 wynika, ze przy ustalonym polu magnetycznym
o natezeniu 1 T najwyzsza czgsto$¢ rezonansowa obserwuje si¢ dla jader atoméw wodoru
('H). Protony odznaczaja si¢ bowiem najwigkszym wspdtczynnikiem giromagnetycznym
sposrod wszystkich stabilnych izotopow pierwiastkow wystepujacych w biatkach. W zwiazku
z tym, ze czulo$¢ detekcji sygnalu NMR ro$nie wraz ze wzrostem momentu magnetycznego
oraz biorac pod uwage fakt, ze wodor jest jednym z gtownych sktadnikow biatek, rezonans

jadrowy wodoru 'H jest najszerzej stosowany w strukturalnych badaniach biatek.

Badania struktury biatek za pomoca metody NMR napotykaja na naturalng trudnos¢
wynikajaca ze zlozonej struktury molekut biatka. Widma protonowe dla wigkszych
czasteczek biatka w roztworach moga by¢ niezwykle skomplikowane (nakladanie si¢ wielu
linii). Do niedawna zaktadano, ze metoda NMR najlepiej nadaje si¢ do badan strukturalnych
bialek nie przekraczajacych 40 kDa. Poczawszy od lat 70-tych, wraz z rozwojem technologii
wytwarzania wysokich pdol magnetycznych w nadprzewodzacych solenoidach, nastapito
wyrazne polepszenie rozdzielczosci i1 czutosci metody NMR. Tendencja do przeprowadzania
pomiaréw NMR w polach magnetycznych o coraz wyzszych natezeniach stale si¢ utrzymuje
1 wspotczesne spektrometry NMR wykorzystuja pola magnetyczne siggajace do okoto 21,5
T, (odpowiadajace im czgstosci rezonansowe sa bliskie 900 MHz). Schemat typowego

spektrometru NMR przedstawiono na Rys. 29.
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Rys. 29. Uproszczony schemat wspolczesnego spektrometru NMR. Badana probka bialka w postaci
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cieklym helem
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roztworu wodnego umieszczona jest w polu magnetycznym B,. Dodatkowe pole o czestosci radiowej i o
skladowej magnetycznej B; prostopadlej do pola B, wytwarzane jest przez uklad cewki rezonansowej (w

powigkszeniu).

Znaczna poprawg czutosci spektrometrow NMR uzyskano takze dzigki wprowadzeniu
wielokrotnego zapisu widm (tzw. akumulacja widm) oraz szerokiemu zastosowaniu metod
impulsowych (techniki tzw. echa spinowego wspomagane obrobka sygnatu NMR za pomoca
transformaty Fouriera). Milowym krokiem w wykorzystaniu techniki NMR do analizy
strukturalnej bialek bylo pojawienie si¢ w latach 80-tych metody dwuwymiarowe;j
spektroskopii NMR (2D NMR). Nalezy tu zazaczy¢, ze w klasycznym eksperymencie NMR
widma rejestrowane sa przy jednym zmiennym parametrze. Jest nim na ogdt zmienna
czesto$¢ promieniowania elektromagnetycznego doprowadzana do badanej probki (przy
ustalonej wartosci pola magnetycznego By). Mozliwa jest jednak rejestracja widm NMR przy
dwu zmiennych lecz skorelowanych ze soba parametrach. Ten drugi parametr (np.
dodatkowe promieniowanie o czgstosci radiowej) pozwala na znacznie lepsze wykorzystanie
zdolnosci rozdzielczej metody NMR. W szczegolnosci do badan struktury bialek stosuje sie
obecnie metod¢ 2D NMR oparta o tzw. jadrowy efekt Overhausera (w skrocie NOESY).
Metoda ta wykorzystuje mechanizm wzajemnego przekazu energii migdzy uktadami jader
bioracych udzial w rezonansie (tzw. jadra ,rezonansowe”) i ukladem jader aktualnie
niepobudzanych (tzw. jadra ,,nierezonansowe’). W technice NOESY stosuje si¢ dodatkowe
naswietlenie jader ,nierezonansowych” stabym promieniowaniem o odpowiednio dobranej
czgstosci. Jest to oczywiscie czgsto$¢ rezonansowa dla tej grupy jader, rézna jednak od
czestosci pobudzajacej rezonans glownej grupy jader ,rezonansowych”. W wyniku

oddziatywan dipolowych energia pobudzenia z grupy jader ,,nierezonasowych” przenosi si¢
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do grupy jader ,rezonansowych” (tzw. relaksacja skrosna). Za pomoca techniki NOESY
mozna wyznacza¢ odleglosci migdzyatomowe wykorzystujac fakt, ze szybkos$¢ relaksacji
skrosnej zalezy od odleglosci miedzy oddziatujacymi ze soba dipolami jadrowymi jak r ~°,
gdzie r oznacza odlegto$¢ migdzyatomowa. Technika NOESY umozliwia zatem okreslenie

trojwymiarowych struktur bialek w roztworach.

Spektroskopia NMR wraz z metoda dyfrakcji promieniowania X sa jedynymi
technikami pozwalajacymi wyznaczy¢ przestrzenna struktur¢ biatka z rozdzielczoscia
“atomowa”. Bez watpienia, metody rentgenowskiej analizy strukturalnej, w szczegdélnosci z
wykorzystaniem promieniowania synchrotronowego, dostarczaja danych strukturalnych o
najwyzszej precyzji. Wymagaja jednak, tak jak wspomniano wyzej, wyhodowania wysokiej
jakosci krysztatéw bialka, co czgsto jest bardzo powaznym utrudnieniem. W tych wypadkach
wlasnie metoda NMR jest bardzo pomocna, zwlaszcza gdy uda si¢ przygotowac roztwory
biatka o duzym stezeniu (przyktadowo: okoto 10~ mol/l dla biatka o masie molekularne;
okoto 15 kDa). Biatka o duzej masie molekularnej stanowia jednak ciagle powazne wyzwanie
dla badan za pomoca NMR, gdyz rozdzielczos$¢ tej metody znacznie si¢ pogarsza dla biatek o

masie przekraczajacej 40 kDa.
R. Badania dynamiki bialek

Metoda rentgenowskiej analizy strukturalnej oraz technika NMR dostarczaja podstawowych
danych o trojwymiarowej, ,,statycznej”, strukturze biatek. Informacje te sa wstgpem do
lepszego zrozumienia mechanizmoéw dziatania biatek w procesach zachodzacych w zywych
komoérkach. Wiadomo jest jednak, ze biologicznie aktywne molekuty biatka, biorac udziat w
procesach komoérkowych, nieustannie zmieniaja swdj ksztatt. W zalezno$ci od stadium
takiego procesu, konformacje przestrzenne bialek moga przybiera¢ rézne formy. Typowym
przyktadem moga by¢ tu biatka membranowe, ktorych globularne na ogédt ksztalty w
roztworze wodnym ulegaja wyraznym zmianom w czasie laczenia si¢ z dwuwarstwa
lipidowa. Zmiany konformacji molekut biatka towarzysza takze takim procesom, jak
oddziatywanie biatko-biatko, generacja sity w migsniach w bialkowym kompleksie aktyna-
miozyna, przytaczanie molekut nieorganicznych (np. wiazanie czasteczek O,, CO lub NO
przez Dbialka zawierajace hemowa grupg prostetyczna), pochtanianie kwantéw
promieniowania przez molekuty bialka (np. konformacyjne zmiany rodopsyny bedace

podstawa procesu widzenia), itp.
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Odrebna klase zagadnien reprezentuje dynamika proceséw zwijania 1 rozwijania
biatka. Doswiadczalne okreslenie poszczegolnych stadidow tych proceséw oraz poznanie
struktur posrednich jest niezbednym etapem na drodze do zrozumienia mechanizmow
zwijania si¢ bialek z liniowych polimerow w trojwymiarowe struktury aktywne biologicznie.
Stosunkowo od niedawna, prace eksperymentalne w tej dziedzinie wspomagane sa przez
coraz bardziej zaawansowane modelowanie teoretyczne (patrz rozdzialy: G — J ). W
dynamice biatek zawarta jest takze informacja o wielu procesach chorobowych. Jednym z
czesciej dyskutowanych zagadnien dotyczacych patologicznych zmian tego typu jest problem
schorzen wywotywanych przez priony. Termin priony oznacza patogenne odmiany biatek
naturalnie wystgpujacych w organizmie ludzkim lub zwierzgcym. Priony sktadaja sig
doktadnie z takich samych sekwencji aminokwasow jak ich natywne odpowiedniki. R6zZnica
w ich dzialaniu w procesach komodrkowych wynika z niewielkiej (na ogo6l) zmiany
konformacji molekuty. Obecno$¢ patogennych biatek (prionéw) w organizmie moze
prowadzi¢ do szeregu nieuleczalnych schorzen. W szczegdlnosci dotyczy to indukowanego
przez priony zapalenia moézgu (choroba Creutzfeldta-Jakoba u ludzi oraz jej odpowiednik,
gabczaste zapalenie moézgu, u zwierzat). Czgsciowa degeneracja niektorych biatek oraz
postepujace wraz z nig procesy agregacji moga prowadzi¢ do innych, nieuleczalnych schorzen
takich jak, m.in. choroby Alzheimera, Parkinsona, czy tez tworzenie si¢ zamy w soczewce

oka.

Istnieje zatem duze zapotrzebowanie na mozliwo$¢ obserwowania struktur biatkowych
w procesach dynamicznych. Z tego powodu wiele metod doswiadczalnych stosowanych
dotychczas do ,,statycznych” badan biatek (badania na krysztatach biatek lub w stgzonych
roztworach), zostalo przystosowanych do prowadzenia pomiarow pozwalajacych obserwowac
zmiany konformacji czasteczek biatka w funkcji czasu. Najwazniejsze grupy metod
badawczych wykorzystywanych w badaniach dynamiki biatka przedstawiono w tabeli na rys.

30.
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Dynamika molekut biatka - metody eksperymentalne

Grupa metod | Nazwa/specyfika metody | Skala czasu| Badane parametry
Optyczne Wygaszanie fluorescencji ns-s Sasiedztwo TRP lub TYR,
samoistnej oraz ekspozycja powierzchni
znacznikow. hydrofobowej,
Pomiary czasow zycia miejsca aktywne enzymow,
oraz rezonansowy transfer wiazanie bialek z substratami,
energii. wyznaczanie odleglto$ci pomigdzy
elementami struktury biatka.
Dichroizm kotowy w ns-s Formowanie sig¢ struktur
dalekim i bliskim drugorz¢dowych oraz
nadfiolecie. trzeciorzgdowych.
Absorpeja (bliski ns-s Sasiedztwo ’ra;'llcuchézv ‘
nadfiolet) oraz aromatycznych oraz formowanie
spektroskopia FT IR sig struktur drugorzedowych.
Promieniowanie | Dyfrakcja promieni >ms Rozmiary i ksztalt fancucha
rentgenowskie i | rentgenowskich. polipeptydowego.
synchrotronowe
Dyfrakcja >ps Dynamika struktury biatka oraz
promieniowania wigzanie ligandow.
synchrotronowego (SRS)
JMR Jadrowy rezonans N Dynamika zwijania i rozwijania
magnetyczny biatka oraz wigzanie biatka z
substratem.
EPR Elektronowy rezonans >0,5 ms | Dynamika zwijania i rozwijania
paramagnetyczny biatka oraz wigzanie biatka z
substratem; w szczegolnosci:
informacja “lokalna” i “globalna” o
stadiach zwinigcia biatka.
AFM Spektroskopia sit S Sity zwiazane ze zwijaniem i
sprzgzony ze atomowych wspomagana rozciaganiem biatka oraz state
szczypezykami | technika laserowych czasowe tych procesow mierzone
optycznymi szczypezykow optycznych dla pojedynczych molekut.

Rys. 30. Najwazniejsze metody doSwiadczalne stosowane w badaniach dynamiki bialek.

Dzigki szybkiemu postgpowi technicznemu w dziedzinie rentgenowskiej analizy
strukturalnej technika ta jest ostatnio wykorzystywana takze do badan dynamiki molekut
biatka. W szczegdlnosci, przy zastosowaniu promieniowania synchrotronowego o duzym
natezeniu wiazki, mozliwe staly si¢ obserwacje zmian konformacji molekut biatek w
roztworach wodnych, w procesach inicjowanych przez skokowa zmiang warunkéw
termodynamicznych (np. na skutek szybkiego mieszania substancji denaturujacej z biatkiem).
W technice tej wykorzystuje si¢ fakt, Zze rozproszenie promieni X przez wodne roztwory
biatek zalezy od lokalnej gestosci elektronéw w molekutach biatka. Gegstos¢ ta zalezy z kolei
od stadium zwinigcia si¢ biatka i jest najwyzsza dla upakowanej formy natywnej (biatko
zwinig¢te). Eaton wraz ze wspdlpracownikami obserwowal za pomoca tej metody proces
zwijania si¢ cytochromu ¢, matego biatka skladajacego si¢ ze 104 aminokwasoéw. Proces
zwijania bialka w roztworze wodnym inicjowany byl przez bardzo szybka zmiang pH.

Miniaturowe urzadzenie mieszajace pracujace w ciagtym przeplywie powodowato skok pH z
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wartosci 2 (biatko zdenaturowane) do wartosci 7 (biatko zwinigte). Niskokatowe rozpraszanie
promieni synchrotronowych pozwolito na wykazanie, ze cytochrom ¢ zwija si¢ w sposob
stopniowy, tworzac silnie upakowane formy posrednie. Czas tworzenia si¢ form posrednich
zostal oceniony na okoto 50 ps przy catkowitym czasie zwijania cytochromu ¢ w warunkach

tego eksperymentu oceniono na 400 ps.

Tradycyjna metoda dyfrakcji promieni X moze by¢ takze zastosowana do badan
dynamiki molekul biatka. W wypadku rentgenowskiej analizy strukturalnej, opartej na
badaniu krystalicznych form biatka, wykorzystywana jest porowata struktura wielu
krysztatdéw biatek. Umozliwia to wnikanie w krysztat biatka innych czasteczek (np.
czasteczek wody lub niektorych gazéw). Asocjacja takich ,,dodatkowych” molekut prowadzi
czesto do zmian w strukturze badanego biatka. Jak jednak wida¢ z danych zamieszczonych
w tabeli na rys. 30, do badania szybkich procesow dynamiki biatek w $rodowisku roztwordéw
wodnych najlepiej nadaja si¢ metody optyczne. Wolniejsze procesy kinetyczne, zachodzace w
skali czasu powyzej 1 s mozna obserwowaé za pomoca techniki NMR. W ostatnich kilku
latach ro$nie zainteresowanie wykorzystaniem techniki elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) do badan kinetyki zwijania si¢ biatek. Metoda EPR zostanie

szerzej opisana w dalszej czgsci tego artykutu.

Metody optyczne oparte sa na ogdét na obserwacji zaniku fluorescencji tryptofanu,
aminokwasu o wlasciwos$ciach aromatycznych. Wystepuje on naturalnie w wielu biatkach.
Tryptofan znajdujacy si¢ w rozwinig¢tych tancuchach biatkowych wzbudzony s$wiattem
laserowym o dlugosci 280 nm emituje fluorescencje o dlugim czasie zaniku. DIla form
zwinigtych biatka obserwuje si¢ natomiast gwaltowne skrocenie czasu zaniku fluorescencii.
Metoda polegajca na obserwacji zaniku fluorescencji tego naturalnie wystgpujacego barwnika
pozwala obserwowac¢ kinetyke zwijania si¢ niektorych niewielkich bialek globularnych z
rozdzielczo$cia czasowa rzedu nawet 1 ps. Za pomoca tej techniki badano, m.in. kinetyke
zwijania si¢ niewielkiego biatka jakim jest skladajacy si¢ ze 129 aminokwaséw lizozym
(wyizolowany sktadnik biatka kurzego). Prace Eatona i jego grupy wykazaty, ze biatko to, o
bardzo duzym stopniu upakowania w stanie natywnym, zwija si¢ stopniowo, przy czym
drugorzedowe struktury (a-helisy) osiagaja peten stopien zwinig¢cia juz po okolo 50 us.
Podobne wyniki sugerujace wieloetapowy proces zwijania tego biatka otrzymano za pomoca

techniki NMR (prace Radforda i Dobsona). W badaniach NMR dynamiki zwijania lizozymu
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wykorzystano technike wymiany protonéw ('H) na deuterony (*H) w grupach amidowych.
Wykazano takze, ze formowanie si¢ innej drugorzegdowej struktury, struktury f, przebiega

wolniej niz ksztaltowanie sig struktur helikalnych.

Obserwacja procesOw zwijania lub rozwijania molekut biatka mozliwa jest dzigki
sprzezeniu standardowych metod optycznych (jak np. spektrofluorymetria lub badania
dichroizmu kotowego) oraz metod rezonanséw magnetycznych (NMR 1 EPR) z
wyspecjalizowanymi technikami pozwalajacymi na bardzo szybkie zmiany warunkow
rownowagi termodynamicznej w jakich w danym momencie znajduja si¢ molekuty badanego
biatka. Gwattowne zmiany takich parametrow fizycznych, jak temperatura (skokowa zmiana
temperatury ukladu) lub cis$nienie (skokowa zmiana ci$nienia), wzglgdnie bardzo szybka
zmiana stezen substratow w roztworach zawierajacych biatko, prowadza do sytuacji, w ktorej
biatko musi zmieni¢ swa konformacj¢ aby dostosowa¢ ja do warunkéw nowej rownowagi
termodynamicznej. Dla niektérych bialek, takie bardzo szybkie zmiany konformacji moga

by¢ tez zapoczatkowane przez impuls §wiatla laserowego.

Sposrod w/w technik stosunkowo najszerzej stosowana obecnie jest metoda szybkiego
przeptywu i mieszania substratow (tzw. technika Flow/Stopped-Flow). Metoda ta pozwala na
obserwacje kinetyk zwijania/rozwijania molekul biatka w roztworach wodnych, a wigc w
srodowisku zblizonym do naturalnego. Procesy te inicjowane sa w warunkach szybkiego
przeptywu 1 mieszania reagentdw. Proces rozwijania (denaturacji) wyzwalany jest na ogot
przez szybkie mieszanie roztworu zawierajacego biatko w stanie natywnym z roztworem
czynnika niszczacego trojwymiarowa strukture¢ biatka. Typowymi czynnikami niszczacymi
globularng struktur¢ bialek sa takie substancje, jak stgzony mocznik (CH4N,O) lub
chlorowodorek guanidyny (w skrocie GdnHCI), wzglednie wysokie stgzenie jonow
wodorowych (odpowiadaja im niskie wartosci pH). Zaktada sig, ze taki chemiczny sposob
denaturacji biatka polega przede wszystkim na niszczeniu wigzan wodorowych. Dla
przyktadu, obecno$¢ GdnHCI o stgzeniu 6 mol/l niszczy trzeciorzgdowa i1 drugorzedowa
struktur¢ wigkszosci bialek. Odwrotny proces zwijania inicjowany jest przez szybkie
mieszanie roztworu zawierajacego rozwini¢te (zdenaturowane) biatko z odpowiednim
buforem, ktérego obecno$¢ zmniejsza efektywne stgzenie czynnika denaturujacego. W
odpowiednio zaprojektowanych mieszaczach proces mieszania reagentow zachodzi w czasie
znacznie krotszym niz przebieg czasowy odpowiadajacy obserwowanej kinetyce. Obserwacja

procesOw zwijania lub rozwijania biatka moze by¢ przeprowadzana zaréwno w warunkach
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ciaglego przeptywu substratéw i zmiennej predkosci mieszania, jak tez po szybkim
zmieszaniu substratéw 1 zatrzymaniu przeptywu. Ten drugi sposob jest czgsto preferowany w
badaniach kinetyk zwijania/rozwijania biatka, gdyz towarzyszy mu znacznie mniejsze zuzycie

substratow.

S. Zastosowanie metody EPR do bezposredniej obserwacji kinetyki zwijania i rozwijania

bialka.

Zasadniczy mechanizm fizyczny, na ktorym oparta jest metoda elektronowego rezonansu
paramagnetycznego (EPR) jest zblizony ideowo do opisanego wyzej jadrowego rezonansu
magnetycznego. W odréznieniu jednak od techniki NMR, ktéra jest czula na magnetyzm
jadrowy, metoda EPR odnosi si¢ do magnetyzmu spinéw elektronowych. Za pomoca EPR
wykrywa si¢ zatem czasteczki, atomy lub jony, ktore zawieraja jeden lub wigcej
niesparowanych elektronow. Obiekty takie nosza nazwe centrow paramagnetycznych. Sa nimi
defekty strukturalne lub domieszki paramagnetyczne w ciatach statych (np. jony metali
przejsciowych lub ziem rzadkich o czg$ciowo zapelionych podpowlokach elektronowych d
lub f). Moga by¢ nimi takze molekuly zawierajace zerwane wiazania lub niesparowane
elektrony (np. dobrze znane z chemii wolne rodniki organiczne lub nieorganiczne), a takze
molekuty organiczne o sparowanych spinach w stanie podstawowym, w ktorych spinowy
moment elektronowy wzbudzany jest na krétki czas na skutek pochtonigcia kwantu
promieniowania elektromagnetycznego o energii wystarczajacej dla ,,odwrocenia” spinu

(czasteczki we wzbudzonych $§wiatlem stanach trypletowych).

Niesparowany elektron wykazuje rézny od zera spinowy moment pedu S, ktoremu
odpowiada elektronowy spinowy moment magnetyczny u = - g ugS/h, gdzie yg oznacza tzw.
magneton Bohra o wartosci 9,2732x1072* JT”, a g jest bezwymiarowym wspotczynnikiem
proporcjonalno$ci pomigdzy spinowym momentem pgdu a momentem magnetycznym.
Wspolczynnik g ma charakterystyczna warto$§¢ dla danego centrum paramagnetycznego.
Spetnia on wigc podobna funkcje jak wspotczynnik y charakteryzujacy dane jadro atomowe w
wypadku NMR. Kwantowy obraz EPR jest analogiczny do kwantowego modelu NMR
(przedstawionego na rys. 26). Dla najprostszego przypadku jakim jest jeden niesparowany
elektron 1 przy braku innych oddziatywan (np. oddziatywah niesparowanego spinu

elektronowego ze spinem jadrowym), warunek dla przej$¢ rezonansowych w EPR w polu
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magnetycznym o nat¢zeniu By mozna zapisa¢ nastgpujaco: AE =hv=- g ug By Ze wzgledu
na fakt, Ze moment magnetyczny niesparowanego elektronu jest okoto 1000 razy wigkszy od
elementarnego jadrowego momentu magnetycznego, odpowiednie przej$cia rezonansowe
obserwuje si¢ dla czestosci o wartosciach trzy rzedy wyzszych niz dla NMR. Przyktadowo, dla
molekul posiadajacych jeden niesparowany elektron (w chemii zwanych czgsto wolnymi
rodnikami), w polu magnetycznym okoto 0,35 T, przejécie rezonansowe obserwowane jest
przy czgstosci okoto 9,8 GHz, a wigc w zakresie mikrofal. Odpowiednie przejscie
rezonansowe dla jader wodoru ('H) w tym samym polu magnetycznym byloby obserwowane

przy czgstosci radiowej okoto 14,9 MHz.

Uproszczony schemat blokowy spektrometru EPR pokazano na rys. 31. Nalezy
zwroci¢ uwage, ze typowy spektrometr EPR rejestruje widmo w funkcji pola magnetycznego
przy ustalonej czgsto$ci promieniowania mikrofalowego. Ze wzgledu na sposéb detekceji z
zastosowaniem dodatkowej modulacja pola magnetycznego, typowe widmo EPR odpowiada
pierwszej pochodnej sygnalu absorpcji (amplituda linii widma osiaga warto$ci zerowe w

punktach odpowiadajacych maksimum absorpcji).

wzmacniacz fazoczuly

zrédlo mikrofal detektor

m//\fv‘/w
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wneka mikrofalowa (rezonator)

Rys. 31. Schemat blokowy spektrometru EPR.
W przypadku badan materialdéw biologicznych, metoda EPR ze wzgledu na jej wysoka

czulo$¢ pozwala pracowaé ze znacznie mniejszymi objetosciami probek, niz ma to miejsce w
spektroskopii NMR. Nalezy jednak zwroci¢ uwage na to, ze w wigkszosci przypadkow biatka
nie zawieraja niesparowanych elektronow i1 nie moga by¢ badane za pomoca techniki EPR.
Tylko niewielka grupa bialek zawierajacych atomy metali grupy przejsciowej, takich jak Fe,

Cu, Mn lub Co, o czgSciowo wypetnionej wewngtrznej powtoce d, wykazuje obecnosc
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trwatego spinowego momentu magnetycznego. Z reguly jednak, w warunkach zblizonych do
fizjologicznych, tzn. w temperaturze okoto 300 K oraz dla typowych ”fizjologicznych”
stezen, bialka takie nie sa wykrywalne metoda EPR ze wzgledu na znaczne poszerzenie linii
rezonansowych. Dlatego tez, w celu wykorzystania walorow metody EPR do badan dynamiki
molekut biatka, stosuje si¢ pewien dodatkowy zabieg zwany znakowaniem spinowym. Polega
on na przylaczeniu do badanego biatka w drodze reakcji chemicznej znacznika spinowego,
dodatkowej, na ogo6t niewielkiej, czasteczki zawierajacej trwaly spinowy moment
magnetyczny. Takimi czasteczkami sa m.in. organiczne rodniki zawierajace grupe NO°

(symbol ¢ oznacza tu niesparowany elektron). Mechanizm przylaczania znacznika

CH

spinowego do czasteczki biatka pokazano schematycznie na rys. 32.
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Rys. 32. Schematyczne przedstawienie techniki znakowania spinowego bialek. Znacznik spinowy

(MTSSL) przylaczany jest do grupy tiolowej reszty aminokwasowej cysteiny.

W znakowaniu spinowym wykorzystuje si¢ najczgsciej jeden z naturalnie wystepujacych w
biatku aminokwasow, cysteing. Jak juz wspomniano, aminokwas ten zawiera grupg tiolowa
—SH. Ten wtasnie fragment reszty aminokwasowe] wykorzystywany jest do przylaczenia
czasteczki znacznika spinowego. Mechanizm reakcji prowadzi do powstania mostka
dwusiarczkowego (-S-S-) pomigdzy cysteing a znacznikiem spinowym. Jesli cysteina nie jest
»dostepna” w danym biatku, metodami inzynierii genetycznej mutuje si¢ biatko. Pozwala to na
umieszczenie cysteiny w okreslonym potozeniu w ramach tancucha polipetydowego. Dla
niektorych niewielkich biatek globularnych ta droga udato si¢ wprowadzi¢ znacznik spinowy
w bardzo wiele potozen bez jednoczesnej destabilizacji struktury trzeciorzgdowej biatka. Na
przyktad, Mchaourab wprowadzil znaczniki spinowe w okoto 50 réznych potozen w tak

niewielkim biatku, jakim jest lizozym T4L (164 aminokwaséw, masa molekularna 18,6 kDa).
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Na rys. 33 zestawiono widma EPR uzyskane dla znakowanego spinami lizozymu T4L.
Wyraznie poszerzone widmo (linia ciagla) odpowiada zwinigtej formie biatka. Zawgzone
widmo (linia przerywana) odpowiada bialku rozwinigtemu. Biatko rozwini¢to mieszajac jego
wodny roztwor z czynnikiem denaturujacym (GdnHCI). Koncowe stgzenie GdnHCI wynosito
4 mol/l. Oba widma na rys. 33 odpowiadaja doktadnie tej samej ilosci rejestrowanych spindow.
Roéznice w ksztalcie widm wynikaja wylacznie z odmiennej dynamiki spinu-znacznika
przytaczonego do rozwinigtej i zwinigtej formy biatka. W przypadku biatka rozwinigtego
znacznik spinowy silnie oddziatywuje z roztworem i dzigki szybszej rotacji linie EPR ulegaja
zawezeniu. Przeciwnie, dla bialka zwinigtego, ruch znacznika jest spowolniony, gdyz w

znacznym stopniu reprezentuje ona dynamike zwinigtej, globularnej struktury biatka.
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Rys. 33. Widma EPR dla zwini¢tego i rozwini¢tego lizozymu T4L zarejestrowane w postaci pierwszej
pochodnej sygnalu absorpcji w funkcji natezenia pola magnetycznego. Biatko bylo znakowane znacznikami
spinowymi (MTSSL). Forme rozwinigta bialka uzyskano po dodaniu czynnika denaturujacego (GdnHCI).

Koncowe stezenie GdnHCI wynosilo 4 mol/l.

Na rys. 34 pokazano rozmieszczenie znacznikow spinowych na molekule lizozymu T4L.
Znaczniki zostaly umieszczone w nastgpujacych miejscach tancucha polipeptydowego: 131
(walina) 1 151 (treonina). Aby przylaczy¢ znaczniki MTSSL oba aminokwasy zostaty
uprzednio zamienione na cysteing. Obecno$¢ dwoch znacznikow w  tym  biatku,
zlokalizowanych na sasiadujacych ze soba a—helisach (rys. 34), jest Zrodlem dodatkowego

poszerzenia linii EPR (tzw. poszerzenie ,,dipol-dipol”) dla struktury zwinigte;.
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walina 131==> cysteina + znacznik spinowy

treonina 151==> cysteina + znacznik spinowy

Rys. 34. Struktura molekuly lizozymu T4L znakowanego spinowo znacznikami MTSSL. Dla lepszego
zobrazowania lokalizacji spinéw molekula bialka przedstawiona jest w modelu upakowania poszczegélnych

aminokwasow (lewa strona rysunku) oraz w postaci ,,wstgzki” (prawa strona rysunku).

Podwdjne znakowanie spinami wykorzystuje si¢, m.in., do mierzenia odleglosci pomigdzy
poszczeg6lnymi fragmentami struktury biatka. Bardzo duze roznice w ksztatcie widm dla
znakowanego spinowo biatka zwinigtego 1 rozwinigtego wyraznie sugeruja mozliwo$¢

zastosowania metody EPR do kinetycznych badan konformacji biatek.

Badania dynamiki procesu zwijania 1 rozwijania molekul biatka moga by¢
przeprowadzane w stosunkowo wygodny sposdb za pomoca metody EPR po sprzegnigciu jej z
technika szybkiego przeptywu i mieszania substratéw. Jednym z podstawowych warunkoéw
udanego eksperymentu przeprowadzonego za pomoca techniki przeptywowego EPR jest
umieszczenie mieszacza substratow mozliwie blisko rezonatora mikrofalowego, tak aby czas
przemieszczania si¢ mieszaniny substratow do rezonatora byt jak najkrétszy.
| - ze
\ zwijanie bialka

[GdnHCI]: 1,8 mol/l —3» 0,9 mol/l

Amplituda sygnalu EPR
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Rys. 35. Obserwacja za pomoca techniki EPR procesu zwijania i rozwijania cytochromu c. Bialko
znakowane znacznikiem MTSSL w pozycji 102. Proces zwijania bialka inicjowany byl skokowa zmiana

stezenia czynnika denaturujacego (GdnHCI) z 1,8 do 0,9 mol/l. Proces rozwijania zapoczatkowano skokowa
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zmiang stezenia GdnHCI z poziomu 0,0 do 0,9 mol/l. W celu spowolnienia procesow, zwijanie i rozwijanie

obserwowane byly w temperaturze 2°C.

Wyniki obserwacji procesu zwijania i1 rozwijania matego bialka za pomoca metody
przeptywowego EPR pokazano na rys. 35. Badanym biatkiem byt cytochrom ¢ wyhodowany
w komorkach drozdzy. Cytochrom c jest biatkiem czgsto wystgpujacym w mitochondriach
komorek zwierzecych, a zwlaszcza w tkankach migéni serca. Bialko to sklada si¢ z
pojedynczego tancucha polipeptydowego liczacego 104 aminokwasy. W swej strukturze
cytochrom ¢ zawiera takze grupe prostetyczna, ktora jest czasteczka hemu. Masa molekularna
tego biatka wynosi 12,4 kDa. Biatko znakowano znacznikiem MTSSL w pozycji 102, czyli w
miejscu naturalnie wystgpujacej cysteiny. Proces zwijania biatka inicjowany byl skokowa
zmiang stezenia czynnika denaturujacego (GdnHCI) z 1,8 do 0,9 mol/l. Proces rozwijania
natomiast byt zapoczatkowany skokowa zmiana stezenia GdnHCI z poziomu 0,0 do 0,9 mol/l.
Dla spowolnienia procesoOw, kinetyke zwijania 1 rozwijania obserwowano w obnizonej
temperaturze (2°C). W tych warunkach proces zwijania cytochromu ¢  przebiega
dwustopniowo. Jedna skladowa ma stata czasowa 0,084 s, a druga, wolniejsza, przebiega ze
sktadowa czasowa 0,83 s. Ten dwustanowy przebieg zwijania si¢ biatka tlumaczono
powstaniem formy czgsciowo zwinigtej, dla ktorej dalszy proces zwijania byl na moment
zablokowany przez ,,niewlasciwe” wzajemne polozenie plaszczyzny hemowej oraz pierscienia
imidadzolowego jednej z histydyn (His®® lub His™). Proces rozwijania zachodzil

jednostopniowo i byt wolniejszy, przebiegajac ze stala czasowa okoto 0,7 s.

Zespolenie technik przeptywowych z metoda EPR oferuje szereg istotnych korzysci w
przypadku badania proceséw dynamicznych w biatkach. Mozliwo$¢ umieszczania znacznikéw
spinowych wybidrczo w rdznych, ,strategicznie” znaczacych miejscach biatka dostarczy¢
moze bardzo istotnych, lokalnych informacji o procesach dynamiki zwijania i rozwijania
czasteczek biatkowych. Natomiast metody optyczne, takie jak spektrofotometria absorpcyjna i

fluorescencyjna, czy dichroizm kotowy, lepiej nadaja si¢ do $ledzenia proceséw globalnych.
T. O roli bialek w Zzywych komorkach
Dotychczas omawialiSmy zagadnienia dotyczace budowy i dynamiki pojedynczych molekut

bialka. Zywe komorki zawieraja dziesiatki tysiecy rozmaitych biatek, ktore biorac udziat w

wigkszosci zachodzacych w komorkach proceséw $cisle wspotdziataja ze soba w ramach
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wielu wzajemnie powiazanych ze soba szlakoéw metabolicznych. Rola biatek w procesach
komorkowych oraz ich wzajemne oddziatywania dobrze ilustruja podstawowa cech¢ materii
ozywionej - dazno$¢ do tworzenia i zachowywania standw uporzadkowanych. Aby takie
stany wytworzy¢, w zywych komorkach musza stale zachodzi¢ ciagi procesow
biochemicznych, w ktérych substancje pokarmowe ulegaja modyfikacji lub przemianie na
prostsze czasteczki. W taki sposob przyswajane sa dostarczane z zewnatrz cukry, lipidy lub
niektore aminokwasy, a uzyskiwane z ich rozkladu proste zwiazki chemiczne oraz energia
wykorzystywane sa nastgpnie do syntezy roznorodnych biatek, kwasow nukleinowych i innych
makroczasteczek niezbgdnych dla prawidlowego funkcjonowania organizméw zywych.
Jednym z takich ciagdéw proceséw biochemicznych ukierunkowanych na tworzenie stanow
uporzadkowanych jest wspomniany na poczatku artykulu (punkty A i B) komorkowy proces
syntezy biatek. Ponizej, na wybranych przyktadach, omdéwione zostana niektore biatka oraz

ich rola w procesach komoérkowych.

Procesy enzymatyczne

Prawie 50% wszystkich biatek wystgpujacych w komorkach to wyspecjalizowane katalizatory
- enzymy, z ktorych kazdy katalizuje jedna okreslona reakcjg. Reakcje katalizowane przez
enzymy sa na og6t sprzezone, tak ze produkt jednej reakcji staje si¢ materiatem wyjsciowym
dla kolejnego procesu. Enzymy odznaczaja si¢ wysoka elastyczno$cia dziatania, ktéra
polega na $cistym uzaleznieniu ich aktywnos$ci od stanu komorki. Dzigki temu mozliwe sa
procesy regulujace, ktore adaptuja metabolizm komorki do stale zmieniajacych si¢ warunkow
zewnetrznych. Enzymy wydajnie obnizaja energie aktywacji substratow, zwigkszajac tym
samym prawdopodobienstwo zachodzenia proceséw chemicznych. W obecnosci enzymoéw
wiele reakcji chemicznych zachodzi znacznie szybciej (czesto nawet 10'° razy) niz w
obecno$ci katalizatoré6w syntetycznych. Dlatego tez organizmy zywe moga wytwarzaé
substancje, ktérych otrzymanie w procesach technicznej syntezy jest albo niemozliwe, albo
bardzo trudne.

Przykltadem substancji wytwarzanej z duza wydajnoscia w komorkach zywych, a
trudnej do otrzymania na drodze syntezy chemicznej jest tlenek azotu (NO). NO jest mata
molekuta nieorganiczna, ktdra spetnia wiele funkcji regulujacych w komorkach i tkankach.
W szczegblnosei, jest on odpowiedzialny za regulacje cisnienia tetniczego, gdyz bierze
udziat w  mechanizmie rozluzniania mig$ni gladkich wyscielajacych tetnice 1 zytly.

Czasteczki NO graja takze bardzo wazna rol¢ w przekazywaniu sygnalow w komodrkach
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nerwowych. Obecnos$¢ tlenku azotu jest rowniez niezbgdna w procesie regulacji krzepliwo$ci
krwi. W pewnych warunkach jednak, zwigkszone 1 niekontrolowane st¢zenie tlenku azotu
moze by¢ zagrozeniem dla réznych struktur komorkowych, gdyz czasteczka NO wykazuje
bardzo duze powinowactwo chemiczne do wielu bialek, w szczegodlnosci do enzymoéw
zawierajacych hemowe grupy prostetyczne. Toksyczne sa takze produkty przemian NO, gdyz
w srodowisku komorki taczy sig¢ on tatwo z niektorymi reaktywnymi formami tlenu (np. O;")
wytwarzajac w rezultacie jeden z najsilniejszych komdrkowych utleniaczy - ONOO .
Nalezy podkresli¢, ze gazowy NO jest takze silnie toksyczny przy wdychaniu. Jest on
sktadnikiem spalin samochodowych, gdyz jest wytwarzany (w niewielkich ilosciach) z
podstawowych skladnikow powietrza - tlenu i azotu - w wyniku dziatania wysokich
temperatur i ci$nien panujacych w silnikach spalinowych.

Synteza NO w zywych komodrkach zachodzi w warunkach fizjologicznych, a wigc w
stosunkowo niskiej temperaturze i pod normalnym ci$nieniem. Jest to mozliwe dzigki
istnieniu wyspecjalizowanego enzymu zwanego syntaza tlenku azotu (amg. nitric oxide
synthase — w skrocie NOS). Enzym ten jest biatkiem globularnym $redniej wielkos$ci 1 masie
czasteczkowej okolo 45 kDa. Jego tancuch polipeptydowy sktada si¢ z 388 aminokwasow.
Oksydaza tlenku azotu zawiera tez grupg prostetyczna — pojedyncza grupe hemowa. NOS
syntetyzuje tlenek azotu wykorzystujac dwa substraty: bogaty w azot aminokwas — argining
oraz rozpuszczony w plynie komérkowym tlen molekularny (O;). Schemat komoérkowe;j
(endogennej) syntezy NO przedstawiono na rys. 36. W procesie tym bierze takze udziat inny
enzym — kalmodulina, ktora zapoczatkowuje ciag reakcji przechwytujac ,,sygnatowy” kation
wapnia (Ca”"). Aktywnym noénikiem energii w procesie syntezy tlenku azotu jest czasteczka
fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego w formie zredukowanej (NADPH),
ktora po odszczepieniu jonu wodorkowego (H') przechodzi do formy utlenionej (NADP").
Obok tlenku azotu, w procesie katalizowanym przez NOS wytwarzany jest takze inny
aminokwas — cytrulina. Cytrulina jest jednym z tych a-aminokwaséw, ktére cho¢ czgsto
pojawiaja si¢ w komodrkach w wyniku ré6znych przemian metabolicznych, nie wchodza jednak

w sklad czasteczek bialka.
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Rys. 36. Synteza tlenku azotu w komérkach. Atom azotu uzyskiwany jest z aminokwasu — argininy, za$
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Dziatanie NOS, wyspecjalizowanego 1 wystgpujacego w kilku odmianach enzymu, silnie
zalezy od stanu komorki. W okreslonych warunkach NOS moze wydajnie produkowac tlenek
azotu nie tylko w celach regulacji napigcia migéni lub na potrzeby przekazywania
chemicznych sygnaléow miedzy komorkami, ale takze w celu neutralizacji toksyn
wytwarzanych przez bakterie.

Wyizolowanie tlenku azotu jako najsilniejszej endogennej substancji rozszerzajacej
naczynia krwiono$ne oraz wytlumaczenie procesow komoérkowych prowadzacych do jego
syntezy jest wynikiem prac trzech niezaleznych od siebie grup badawczych kierowanych
przez Furchgotta, Murada i1 Ignarro. Rezultaty tych badan otworzyly droge do stworzenia
wielu nowych lekéw, w tym lekow dziatajacych przeciwko nadci$nieniu tetniczemu (leki te

nasilaja endogenna syntezg tlenku azotu).

Wazna grupa procesow enzymatycznych zachodzacych w zywych komorkach sa procesy
kataboliczne, w ktorych ztozone i bogate w energi¢ substraty rozkladane sa na proste
czasteczki w celu uzyskania energii. Dzigki enzymom, proces uwalniania energii
zmagazynowanej W wiazaniach chemicznych substratéw, np. cukrow, nie zachodzi
gwattownie, tak jak w zwyczajnej reakcji spalania, lecz odbywa si¢ stopniowo. Dlatego
energia uzyskana z catkowitego rozktadu cukréw i utlenienia ich do koncowych produktéw,

jakimi sa dwutlenek wegla (CO,) 1 woda (H,O), moze by¢ w pelni ,,zmagazynowana” w
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wysokoenergetycznych wiazaniach chemicznych aktywnych nos$nikéw energii — czasteczek
takich jak ATP (adenozyno-5’-trifosforan) lub wspomniany juz wyzej NADPH.

Czasteczki ATP sa gtéwnymi przenosnikami energii chemicznej w komorkach. ATP
zawiera dwa wysokoenergetyczne wiazania z grupami fosforanowymi (—POs”). Kiedy w
komoérce zachodzi potrzeba pobrania ,zmagazynowanej” energii, w korzystnie
energetycznym procesie hydrolizy od czasteczki ATP odlaczana jest grupa fosforanowa.
Zaleznie od warunkéw wewnatrz komorki, reakcja ta dostarcza od 46,0 do 54,4 kJ/mol
uzytecznej energii. Substratem wykorzystywanym w  syntezie ATP jest czasteczka-
prekursor, czyli ADP (adenozyno-5’-difosforan). Czasteczka ATP powstaje w wyniku
przytaczenia jednej grupy fosforanowej pochodzenia nieorganicznego do czasteczki ADP.
Reakcja syntezy ATP wymaga dostarczenia energii z dodatkowego, zewngtrznego zrodta. W
przypadku komorek roslinnych oraz niektorych bakterii, zewngtrznym zrédtem energii jest
Swiatlo sloneczne, a mechanizmem odpowiedzialnym za jej pobieranie jest proces
fotosyntezy. W komoérkach zwierzecych, ta dodatkowa energia uzyskiwana jest w procesie
utleniania substancji pokarmowych w komoérkowym tancuchu oddechowym. Wigkszos¢
energii pochodzacej z rozktadu czasteczek pokarmu jest uzyskiwana i przetwarzana w
koncowym ogniwie tancucha oddechowego — w procesach enzymatycznych zachodzacych w
wewngtrznych btonach mitochondriow. Mitochondria sa tymi organellami, w ktérych
zuzywany (redukowany) jest prawie caly tlen pobierany przez komorki. W wyniku redukcji
tlenu w mitochondriach uzyskiwana jest energia potrzebna dla syntezy ATP.

W procesie polegajacym na transferze elektronow do wngtrza mitochondriéw oraz na
wytworzeniu przeciwnie skierowanego gradientu stezenia jonéw wodorowych (H') bierze
udziat okolo czterdziestu bialek. Ostatnim ogniwem przeplywu elektronéw uzyskiwanych z
utleniania substancji pokarmowych, a takze kluczowym elementem podtrzymujacym gradient
jondw wodorowych w poprzek blony mitochodrialnej, jest biatko $rodbtonowe zwane
oksydaza cytochromowa. Schemat kompleksu biatkowego sktadajacego si¢ z oksydazy

cytochromowej i cytochromu ¢ pokazany jest na rys. 37.
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Rys. 37. Schemat dzialania kompleksu cytochrom c - oksydaza cytochromowa - ostatniego ogniwa
przeplywu elektronéw w komérkowym lancuchu oddechowym. Oksydaza cytochromowa jest osadzona w
wewnetrznej blonie mitochodrialnej. Czerwone strzalki pokazuja kierunek przeplywu elektronéw od

cytochromu ¢ (donora elektronow) do centrum reakcji: hem a; — miedZ Cug.

Oksydaza cytochromowa jest stosunkowo duzym biatkiem o masie czasteczkowej wynoszacej
okoto 160 kDa. Biatko to zawiera cztery grupy prostetyczne: dimer miedziowy Cu-Cu, dwie
grupy hemowe a i a3z oraz centrum reakcji z atomem miedzi (Cug). Oksydaza
cytochromowa katalizuje przeplyw elektronow od innego biatka - cytochromu ¢ do
koncowego receptora - tlenu molekularnego (O;). Na rys. 37 czasteczka cytochromu ¢
zaznaczona jest kolorem czerwonym. Cytochrom ¢, donor elektronow, takze zawiera grupe
prostetyczna - pojedyncza grupe hemowa. W czasie transferu elektronow do oksydazy
cytochromowej, hemowy atom zelaza w cytochromie ¢ cyklicznie zmienia swoja
warto$ciowos¢, ulegajac na zmiang utlenianiu i redukeji (Fe*” < Fe’"). W wyniku takich
czterech cykli, cytochrom ¢ przekazuje kolejno cztery elektrony do grup prostetycznych
oksydazy cytochromowe;j. W uproszczonym zapisie proces ten mozna przedstawic
nastepujaco: 4 cyt ¢ (Fe*") +4H" + O, — 4cyte (Fe') +2 Hy0, gdzie cyt ¢ (Fe*) i
cyt ¢ (Fe*") oznaczaja, odpowiednio, zredukowany i utleniony cytochrom ¢. Zaklada sig, ze
przeptyw elektrondéw pomigdzy kolejnymi grupami prostetycznymi nastgpuje na wyniku
efektu tunelowania, gdyz zarowno grupy hemowe a i a3, jak 1 jony miedzi ukryte sa wewnatrz
oksydazy cytochromowej. W tzw. centrum reakcji, ztozonym z hemu a3 1 z atomu miedzi
Cug, oksydaza cytochromowa przechwytuje i ,,przetrzymuje” czasteczk¢ O, az do momentu
zgromadzenia wspomnianych wyzej czterech elektronow. W wyniku redukcji tlenu

molekularnego i1 przylaczenia pobranych ze srodowiska wodnego czterech protonow powstaja
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dwie czasteczki wody. Transferowi elektrondow od cytochromu ¢ do centrum reakcji w
oksydazie cytochromowej towarzyszy przeplyw protonéw (H') w kierunku przeciwnym.
,Pompowanie” H' jest mozliwe dzigki zmianom konformacji oksydazy cytochromowe;
wywolanym doplywem energii wytwarzanej w procesie dotaczania elektronéw do czasteczki
O,. Po obu stronach btony mitochondrialnej powstaje wigc elektrochemiczny gradient
stezenia protonow, przy czym réznica stgzen wynosi okoto 3 w jednostkach pH. To wtasnie
gradient H' jest czynnikiem aktywujacym kolejny enzym, syntaze ATP. Tak wigc, nadmiar
energii uzyskiwany w enzymatycznie kontrolowanym procesie taczenia jonow wodorowych z
tlenem wykorzystywany jest nastgpnie w procesie syntezy uniwersalnego komoérkowego

nos$nika energii — czasteczki ATP.

Bialka transportujace

Duza grupg bialek stanowia biatka transportujace, ktdre przenosza mate czasteczki lub jony.
Takimi biatkami sa, m.in. takie biatka jak: przenoszaca lipidy albumina, gromadzaca i
przenoszaca zelazo transferyna oraz podstawowy no$nik tlenu molekularnego — hemoglobina.
Hemoglobina jest biatkiem wystgpujacym obficie w czerwonych krwinkach (erytrocytach) i
to wlasnie dzigki jej obecnosci mozliwe jest zwigkszenie st¢zenia tlenu molekularnego w
ptynach ustrojowych o prawie dwa rzedy wielkosci w stosunku do ilo$ci tlenu zawartego pod
ci$nieniem atmosferycznym w wodzie. Warto bowiem zauwazy¢, ze stgzenie O, w wodzie w
temperaturze  36.5 °C  (temperatura ciala ludzkiego) i pod normalnym ciénieniem
atmosferycznym wynosi 2.1 x 10 mol/l, co stanowi zaledwie 1% zapotrzebowania
organizmu na tlen. Strukturg czasteczki hemoglobiny pokazano na rys. 38. Hemoglobina jest
biatkiem globularnym o prawie kulistym ksztalcie, masie molekularnej okoto 62 kDa i
srednicy 5,5 nm. Jest ona takze przyktadem biatka powstatego w wyniku symetrycznego
potaczenia si¢ dwoch identycznych podjednostek, z ktoérych kazda zawiera po dwa rozniace
si¢ nieco od siebie tancuchy polipeptydowe. Lancuchy te oznaczane sa odpowiednio jako
tancuch « (141 aminokwasow) i tancuch £ (146 aminokwasoéw). Lancuchy te oddziatywuja
ze soba za posrednictwem wigzan niekonwalencyjnych tworzac charakterystyczny tetramer
oznaczany jako a-f-a-f lub oy (wzglednie jako zespot tancuchéw A, B, C, D w danych
dostgpnych poprzez PDB). Na rys. 38 poszczegdlne tancuchy — domeny: A, B, C, i D
zaznaczone s3 roéznymi kolorami. Tetramer o> ma dobrze uksztattowana strukturg
czwartorzegdowa — przestrzenna organizacje domen o okreslonej strukturze trzeciorzedowe;.

Cho¢ tancuchy « i f réznia si¢ migdzy soba dlugoscia oraz sekwencja aminokwaséw, to
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jednak kazdy z nich ma bardzo zblizona struktur¢ trzeciorzgdowa i zawiera taka sama
niebiatkowa grupg - czasteczk¢ hemu. Hem jest zwiazkiem kompleksowym, w ktérym atom
zelaza dwuwarto$ciowego (Fe’") znajdujacy si¢ w $rodku pierécienia porfirynowego tworzy
wiazania koordynacyjne z czterema atomami azotu porfiryny. Atom zelaza moze przytaczy¢
czasteczke O, bez zmiany swojej wartoSciowosci, tworzac tzw. utlenowana forme
hemoglobiny (zwana tez oksyhemoglobing) o jasnoczerwonym kolorze. Przytaczanie tlenu
jest odwracalne i zalezy od ci$nienia czastkowego tlenu w narzadach.

Ze wzgledu na obecno$¢ czterech grup hemowych, pojedyncza czasteczka hemoglobiny
moze przenosi¢ od jednej do czterech czasteczek O,. Wiazanie tlenu przez hemoglobing ma
charakter kooperatywny, gdyz przylaczenie czasteczki O, do grupy hemowej jednego z
tancuchéw ulatwia wigzanie si¢ nastgpnych czasteczek tlenu z grupami hemowymi
pozostalych tancuchow. Taki mechanizm przyspiesza wychwyt O, w §rodowisku bogatym w
tlen. Natomiast w srodowisku o niskiej zawarto$ci tlenu, hemoglobina tatwo oddysocjowuje
czasteczki O,. Ta wlasciwos¢ pozwala hemoglobinie szybko wiaza¢ tlen w tkankach phuc i

rownie szybko go oddawac¢ w tkankach obwodowych.

Y hem
' lancucha A(a)

hem
lancucha B(p)

hem

lancucha C(o) lancucha D (B)
ancucha

Rys. 38. Struktura nieutlenowanej hemoglobiny. Zielona strzalka wskazuje hydrofobowe wnetrze
czgsteczki, ktore zmienia swoje wymiary w miare przylaczania lub oddysocjowania czasteczek tlenu. Dla
hemoglobiny w pelni utlenowanej wnetrze bialka ma najmniejsza objeto$¢. Struktura czasteczki tego

bialka jest udostgpniona przez PDB (kod 1A3N).
Biatkiem spokrewnionym z hemoglobina i takze bardzo silnie wiazacym tlen jest mioglobina.

Sktada si¢ ona z jednej pojedynczego tancucha polipeptydowego (153 aminokwasy) i z tylko

jednej grupy hemowej. Mioglobina ma jednak zdecydowanie inne wlasciwosci zwigzane z
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wychwytywaniem tlenu, gdyz przede wszystkim szybko wiaze tlen w $rodowisku o niskim
stezeniu O,. Bedac biatkiem o strukturze monomerycznej, mioglobina nie posiada zdolnosci
kooperatywnego wiazania czasteczek O, 1 dlatego stuzy do magazynowania tlenu w

tkankach migs$ni. Tlen ten jest wykorzystywany podczas wzmozonej aktywnos$ci mig$ni.

Wiele wyspecjalizowanych biatek transportujacych funkcjonuje w btonach komorkowych
gdzie tworzy selektywne kanaty transportowe dla rozmaitych jonéw, np. takich jak H", Na",
K'lub Ca**. W szczegblnosci, w btonach komorek migéni znajduja si¢ biatka transportujace
jony Ca”", ktore sa niezbedne dla wyzwolenia ich skurczu. Aktywny proces transportu jonow
wapnia przez odpowiednie biatko srédbtonowe wymaga dodatkowej energii, ktéra czerpana
jest z hydrolizy czasteczki ATP. Dlatego biatko tworzace kanat dla jono6w wapnia jest takze
enzymem katalizujacym hydrolize ATP, skad wynika jego nazwa — Ca** ATPaza.
Przyktadem biatka bgdacego kanatem przepustowym dla czasteczek prostych cukrow jest

maltoporyna pokazana na rys. 21.

Bialka strukturalne i motoryczne

Biatka moga wystgpowac takze na zewnatrz komorek. Kolagen i elastyna sa na przyklad
sktadnikami substancji miedzykomoérkowej. Tworza one takze widkna w wigzadlach i
sciggnach. Wewnatrz komorek, inne grupy biatek tworza skomplikowana sie¢ widkien
biatkowych (tzw. filamentéw biatkowych), ktore skladaja si¢ na szkielet komorki
(cytoszkielet). Cytoszkielet spetnia szczegdlnie wazna rolg strukturalng w przypadku
komoérek zwierzecych, ktore w odréznieniu od komorek roslinnych nie posiadaja sztywnych
scian komorkowych. Cytoszkielet zbudowany jest z trzech rodzajow filamentéw biatkowych:
filamentow posrednich, mikrotubul i filamentéw aktynowych.

Filamenty posrednie, zabezpieczajace komorke w momencie jej rozciagania, zbudowane
sa z biatek wioknistych. Srednica witokien filamentéw posrednich wynosi okoto 10 nm.
Struktury tworzone przez nie w komorce naleza do najtrwalszych, gdyz stanowia jedyna
czgs$¢ cytoszkieletu, ktora nie ulega rozpuszczaniu po poddaniu komoérki dziataniu stgzonych
roztwordéw soli 1 niejonowych detergentow.

Elementami spetniajacymi w komorce role paséw transmisyjnych dla innych czasteczek
sa mikrotubule. Zbudowane sa one =z czasteczek tubuliny, z ktorych kazda jest dimerem
ztozonym z dwoch bardzo podobnych do siebie biatek globularnych zwanych a-tubuling 1

[-tubuling. Te dwa biatka tacza si¢ ze soba za pomoca wiazan niekonwalencyjnych tworzac
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dimery o/p-tubuliny. To wlasnie z takich dimeréow o/B-tubuliny powiazanych ze soba takze
za posrednictwem wigzan niekonwalencyjnych powstaja mikrotubule, dlugie struktury w
ksztatcie wydtuzonych cylindréow, o $rednicy okolo 25 nm. Biatka motoryczne, takie jak
kinezyna oraz dyneina moga taczy¢ si¢ z mikrotubulami i przesuwa¢ wzdluz nich rézne
obiekty. Zarowno kinezyna, jak 1 dyneina maja dwie globularne ,,gtlowy”, ktore zawieraja
fragmenty aktywne pozwalajace na wiazanie si¢ z mikrotubula. Globularne fragmenty obu
tych bialek sa takze enzymami hydrolizujacymi ATP (ATPazami), gdyz energia potrzebna do
wykonania przemieszczenia wzdtuz mikrotubul czerpana jest z hydrolizy ATP. Zespoly
biatek motorycznych i mikrotubul sa wykorzystywane przy przemieszczaniu niektorych
sktadnikéw komorek, takich jak np. pecherzyki lub organelle.

Filamenty aktynowe (zwane takze mikrofilamentami) sa z kolei helikalnymi polimerami
innego biatka — aktyny. Filamenty te wykorzystywane sa w komorkach do wykonywania
niektorych ruchow, szczegélnie tych, ktore zwiazane sa ze zmiang ksztattu powierzchni
komorki (np. pelzanie). W komodrkach migsni, wtokna aktynowe tacza si¢ w kompleksy z

innym biatkiem motorycznym, miozyna, tworzac struktury kurczliwe.

Bialka regulujace geny

Istnieje grupa biatek, ktore moga wiaza¢ si¢ z czasteczkami DNA w celu regulacji procesow
transkrypcji 1 ekspresji poszczegdlnych genow. W ten sposob komorka moze reagowac na
zmieniajace si¢ warunki zewnetrzne 1 syntetyzowac pewne sktadniki, w tym takze niektore
aminokwasy, szczegélnie gdy ich dostgpno$¢ w $rodowisku ulega zmniejszeniu. Biatka,
ktére uruchamiaja geny nazywaja si¢ aktywatorami, za$ te ktore geny wytaczaja nazywaja si¢
represorami. Biatka te tacza si¢ z odpowiednimi fragmentami DNA za pomoca wigzan
wodorowych, jonowych i hydrofobowych tworzac kompleksy biatko — DNA. Poniewaz
kazde pojedyncze wiazanie tego typu jest stabe, w kompleksach biatko — DNA pojawia si¢ na
ogo6t okoto dwudziestu takich wigzan, ktore sumujac si¢ zapewniaja kompleksowi trwatos¢ i

specyficznos¢ oddziatywan.

Bialka sygnalowe

Istnieje wiele wyspecjalizowanych bialek, ktore przenosza sygnaly z komoérki do komorki.
Takimi biatkami sa niektére biatka-hormony 1 tzw. czynniki wzrostu, ktore koordynuja
rozmaite funkcje fizjologiczne. Na przyktad insulina kontroluje poziom glukozy, netryna

przyciaga rosnace komorki nerwowe w odpowiednim kierunku, a czynnik wzrostu nerwu
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(NGF) stymuluje wzrost niektérych typow komoérek nerwowych. Natomiast czynnik wzrostu

naskorka (EGF) stymuluje wzrost 1 podzialy komorek nablonkowych.

Oddzialywania mig¢dzy takimi samymi bialkami

Oddziatywania miedzy molekutami biatka tego samego rodzaju moga prowadzi¢ do
szkodliwego zjawiska, zwanego aglomeracja biatek. Proces ten wciaz jest do$¢ stabo poznany,
mimo bardzo wielu osiagnie¢ w obliczeniowych teoriach dotyczacych zwijania i rozwijania
biatek. Zagadnienie to ma jednak kapitalne znaczenie dla podstawowej chemii bialek,
biotechnologii oraz medycyny. Agregacja pewnych biatek moze bowiem prowadzi¢ do bardzo
powaznych schorzen, takich jak wspomniane juz wyzej choroby Alzheimera lub Parkinsona.
Proces agregacji ma takze bardzo wazne znaczenie dla wytwarzania, przechowywania oraz
dystrybucji lekow opartych na biatkach. Agregacja moze towarzyszy¢ procesom zwijania,
oczyszczania, zwigkszania stezenia, liofilizacji, czy tez uwadniania biatek, a wigc zupetnie

typowym sytuacjom zaréwno dla badan naukowych, jak 1 w produkcji przemystowe;.

U. Podsumowanie

Dzieki wspotczesnym osiagnigciom genetyki zwiazanym z konczacym si¢ wielkim
przedsigwzigciem naukowym, jakim jest projekt ludzkiego genomu (ang. Human Genom
Project), oraz nowym narzgdziom badawczym wykorzystywanym na coraz wieksza skalg w
proteomice, nasza wiedza o biatkach szybko si¢ poszerza. Wyniki badan maja bezposrednie
przetozenie na nowe technologie, ktére wdrazane sa obecnie w wielu dziedzinach. Poza
tradycyjnymi zastosowaniami w biochemii, farmakologii, medycynie 1 przemysle
spozywczym, najnowsze technologie oparte o biatka wkraczaja wigc w takie dziedziny, jak
np. przemystowe otrzymywanie barwnikoéw do farbowania tkanin. Trudny do otrzymania w
warunkach syntezy chemicznej niebieski barwnik indygo jest otrzymywany obecnie na
drodze biosyntezy w odpowiednio zmutowanych genetycznie komodrkach szczepu bakterii
Echerichia Coli.  Przemysly lotniczy i zbrojeniowy probuja wykorzysta¢ prowadzony w
komorkach zwierzecych proces biosyntezy do wytwarzania biatka o budowie zblizonej do
fibroiny. To duze biatko o masie molekularnej ~ 150 kDa jest podstawowym sktadnikiem
najbardziej wytrzymatego naturalnego wtokna — wtdkna sieci pajecze;.

Badanie sktadu biatek 1 produktow ich rozpadu pod katem zawarto$ci aminokwasow o

konfiguracjach L i D znalazto zastosowanie w metodach datowania (stosowanych np.
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kryminalistyce). Wykorzystuje si¢ tu fakt, ze procentowa zawarto$¢ aminokwasow o
konfiguracji D wyraznie ros$nie po ustaniu procesoéw fizjologicznych ($mierci organizmu).
Pojawiaja si¢ tez nowe technologie biatkowe, ktére w polaczeniu z planarna technologia
krzemowych struktur scalonych pozwalaja wytwarza¢ czute urzadzenia detekcyjne, tzw.
biosensory.  Stale wzrasta  zainteresowanie nanostrukturami biatkowymi, w ktérych
odpowiednie konfiguracje naturalnie wystepujacych i wyizolowanych z komodrek biatek
motorycznych, takich miozyna lub kinezyna, pozwalaja osiagna¢ zorganizowany transport
molekul w tzw. nanoskali (nanomaszyny).

To tylko wybrane przyktady niektorych zastosowan wiedzy o biatkach, ktore swiadcza
jednak o tym, ze doswiadczalne 1 teoretyczne badania biatek staty si¢ ostatnio zajeciem
wybitnie interdyscyplinarnym.  Oprocz biologéw zaangazowani sa w nie chemicy,
informatycy i fizycy. W nauce o strukturze i dynamice biatek wciaz sa stawiane nowe, wazne

pytania.
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