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Metody badan zywych organizmow

Sktad chemiczny organizmow zywych (zwlaszcza aktywnych
organOw) caty czas si¢ zmienia. ROwniez martwe tkanki przez jakis
czas ulegaja procesom metabolicznym lub rozkiadu.

Analiza biochemiczna powinna by¢ wykonana w najkrotszym czasie
po zabiciu zywej materii, oraz powinno si¢ wstrzymac procesy
metaboliczne. W tym celu stosuje si¢ dziatanie niskiej temperatury
(zamrazanie ciektym azotem lub schlodzonym etanolem, acetonem
itp.) albo wysokiej temperatury (wrzgca woda lub etanol).

Niskie temperatury spowolniaja dzialanie metabolizmu, a wysokie
temperatury powoduja denaturacj¢ enzymow 1 hamowanie
aktywnosci biologiczne;.

Metabolizm hamuje rowniez pozbawienie tkanki wody swobodnej,
np. suszenie w temp. do 70 ©C.
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Frakcjonowanie materialu biologicznego.

Materiat biologiczny do badan rozdrabnia si¢ a nast¢pnie
homogenizuje (dezintegruje tkanki 1 komorka).

Czesci komorki rozdziela si¢ na zasadzie roznicowego wirowania.

Najmniejsza sita wirowania oddziela wigksze czesci (np. jadro
komorkowe), wyzsze sity wirowania oddzielajg mitochodria,
lizosomy, mikrociatka 1 rybosomy. W plynie pozostaja rozpuszczalne
enzymy 1 drobnoczgsteczkowe substancje.

Spelniona jest zaleznos$¢, ze im mniejszy wymiar organelli, tym
wigksza jest jej liczba w komorce.
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Zwi13zki wystepujace w organizmach w matych ilosciach (zwlaszcza
metabolity) lub bardzo podobne pod wzgledem chemicznym,
rozdziela si¢ chromatograficznie:

-chromatografia absorpcyjna
-chromatografia cienkowarstwowa
-chromatografia gazowo-cieczowa
-chromatografia jonowymienna
-filtracja zelowa

-chromatografia powinowactwa

-chromatografia cieczowa, wysoko cisnieniowa
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Obieg energii 1 materit w przyrodzie odbywa si¢ w tzw. biosferze.

Warunkami niezbednymi dla biosfery sa: swiatto stoneczne jako
zrodio energii, obecnos¢ wody w postaci ptynnej, sole mineralne
oraz dwutlenek wegla jako zrodio sktadnikow chemicznych.

Energia stoneczna jest przeksztatcana w materi¢ organiczng dzigki
fotosyntetycznemu wigzaniu dwutlenku wegla. W trakcie czesciowe]
redukcj1 wegla, do atmosfery jest uwalniany tlen z wody.

Reakcja odwrotna polegajaca na spalaniu materii organicznej,
uwalnia zmagazynowang energi¢ na procesy Zyciowe, oraz zuzywa
tlen a oddaje do otoczenia dwutlenek wegla, zamykajac cykl
przemian.

Czes¢ materii jest rozktadana przez mikroorganizmy, czyli
reducentow. W ten sposob sg zawracane do srodowiska sktadniki
mineralne.
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Produkcja biomasy
1/3 produkcji jest w oceanach, 2/3 w ekosystemach ladowych.
Stymulacja produkcji materii organicznej:
a) sztuczne zwigkszanie st¢zenia dwutlenku wegla

b) uzupetianie sktadnikOw mineralnych w fosfor 1 azot (wtasciwe
proporcje)

¢) temperatura otoczenia

d) redukcja odpadow — wzrost 1losci odpadow sprzyja rozrostowi
reduktantow, intesyfikuje procesy gnilne, co zuzywa zapasy tlenu w
wodach, niszczac ekosystemy.
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Podtoze molekularne fotosyntezy.

Fotosynteza odbywa si¢ w chloroplastach. Chloroplasty wywodza
si¢ z protoplastydow, otoczonych podwojng btong. Wewnetrzna
btona wpukla si¢ tworzgc tylakoidy, ktore grupujg si¢ w lamelle,
ktore z kolei czasem tworzg jajowate jednostki — grany.

Gdy chlorofil pozostaje dtuzszy czas w ciemnosci, lamelle
rozpadajg sie¢, tworzac pecherzyki.

Chloroplasty zawierajg ok. 1/3 masy lipidow.

Chlorofil wystepuje w kompleksie z biatkami 1 karotenoidami.
Niektore biatka wbudowane w tylakoidy sg biatkami
enzymatycznymi, biorgcymi udziat w reakcjach swietlnych
fotosyntezy. Enzymy reakcji ciemnych znajdujg si¢ w stromie
chloroplastow.
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Przebieg fotosyntezy.

Faza jasna — fotolityczny rozktad wody 1 wytwarzanie zwigzkdéw energetycznych
(ATP 1 NADPH,)

Faza ciemna — asymilacja CO, 1 redukcja powstatych zwigzkow do
weglowodanow.

Reakcje jasne
1.Rozktad wody na rodniki
HOH +hv — (H) +(OH)

2. Redukcja koenzymu NADP do NADPH, 1 rekombinacja rodnikow OH z
uwolnieniem tlenu:

(OH) + (OH) = H,0 + %4 0,

Schemat Z fotosyntezy sklada si¢ z fotosytemu I (PS I) i fotosystemu II (PS II)
nastepujgcych po sobie.
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W fotosystemie II, kwant swiatla o dlugosci 680 nm wybija z chlorofilu elektron do
stanu zredukowanego. Elektron zostaje przechwycony przez nieznany akceptor Q
(wygaszacz fluoroscencji). Wzbudzony elektron traci energi¢ poprzez nosniki:
plastochinon — cytochrom b; — cytochrom f — plastocyjaning 1 wpada do luki
elektronowej fotosystemu I (chlorofil pozbawiony elektronu przez wybicie fotonami
700 nm.

W fotosystenie II nastepuje rozktad wody 1 tworzenie si¢ ATP (fosforylacja niecykliczna
na przejsciu cytochrom b; — cytochrom f).

Z kole1 wybity elektronu z chlorofilu fotonem 700 nm (PS I) jest wylapywany przez
akceptor Z. Elektron przechodzi przez ferredoksyne — cytochrom b, — cytochrom f —
plastocyjaning. Miedzy cytochromem b, a cytochromem f jest mozliwa fosforylacja
cykliczna z wytworzeniem ATP 1 powrotem elektronu do PS 1. Alternatywnie elektron
moze przeskoczy¢ do ferredoksyny 1 zredukowa¢ NADP do NADPH,,

Uktady PS 11 PS II wspdétdziatajg ze sobg kooperatywnie wzmacniajac fotosynteze. Jest
to efekt Emmersona.

Niektore organizmy nie majg fotosystemu II 1 przez to nie maja zdolnosci rozktadu
wody do tlenu. Jako donor wodoru jest wtedy siarkowodor lub zwigzki organiczne.
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Reakcje ciemne:

Otrzymane w fazie jasnej ATP 1 NADPH, s3 potrzebne w procesie asymilacji CO,. Ten
proces biochemiczny dzieli si¢ na etapy:

1)karboksylacja rybulozo-1,5-bisfosforanu
2)redukcja kwasu 3-fosfoglicerynowego
3)regeneracja rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBP)

RuBP reaguje w formie enolowej. CO, przylacza si¢ do wegla 2, a po hydrolizie
powstalego zwigzku posredniego, tworzg si¢ dwie czasteczki kwasu 3-fosfo-
glicerynowego.

T GH0-P . CHO-P . CHRO-P |
], ' : l ) : ' _ LT e _
c=0 -ﬁaﬂﬁ- i HO,C-C-0H - a .fGOHl
i o~ W o,  " | CHo b
H-C-0H T—— . C-O0H —%—> €0 —2um 2 H-C-OH
H-T~D ©HC-OK  W-C-OH CH0-P
CHO-P GH0-P GHO-P
RuBP - '~ forma enolowa hipotetyczny dwie czgsteczki
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Ufosforylowanie kwasu 3-fosfoglicerynowego przy weglu 1 prowadzi do kwasu 1,3-bis-
fosfoglicerynowego. Zuzywa si¢ tutaj ATP z reakcji jasne;.

Nastepnie redukcja tego zwigzku za pomocg NADPH, prowadzi do powstania aldehydu 3-
fosfoglicerynowego 1 uwolnienie fosforanu nieorganicznego.

Koniecznos$¢ cigglego odbudowywania akceptora CO,, czyli rybulozo-1,5-bisfosforanu jest
powodem, ze na kazde 6 czasteczek aldehydu 3-fosfoglicerynowego, 5 czasteczek jest
zuzywane do regeneracji RuBP, a tylko jedna czasteczka stuzy do syntezy heksozy.
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Regeneracja rygulozo- | ,g-gls!os!oranu |

(akceptora CO,). Aldehyd 3-fosfoglice- %?m cfgbsfgumu el ‘-g?:é‘;—’:gzmm
rynowy czgsciowo izomeryzuje do T ST , | .
fosforanu dihydroksyacetonu, a nastepnie | | tczqsteczka
obie formy dimeryzujg do fruktozo-1,6- ‘ ¥ o¢ . opuszcza Cykl
bisfosforanu. Zwiazek ten po defosfory- Frukloz-15-bis P
lacji przechodzi w fruktozo-6-fosforan, a - P
nast¢pnie rozktada si¢ na reszte glikolo- Frukiozo-6-P
wa 1 erytrozo-4-fosforan, ktory konden- ,' —

X ) _ lbc |
suje z fosforanem d1hydroksyacetonu do Eryt r&zo__ 4P Reszta likolowa —s-
sedoheptulozo-1,7-bisfosforanu, a B | o |
nastepnie po defosforylacy i fragmentacp Ty Tc A7-bisP Kyl P R
na rybozo-5-fosforan 1 reszte glikolowa, et - o 1.
ta ostatnia kondensuje z aldehydem-3- R |
fosfoglicerynowym do ksylukozy-5- : Wl TR |
fosforanu. Podobng kondensacje 5 | .2cl | ; |
przechodzi reszta glikolowa z rozbicia Rgb"m__s_,,_ | Reszta Sikolowa —— i L.
fruktozo-6-fosforanu. Te trzy S ‘ g ¥
piecioweglowe zwiazki izomeryzuja do } , 3czqstec’z‘k} AP TR i o
rybulozo-5-fosforanu 1 po fosforylacji ‘ . - ATP - |
tworzy si¢ rybulozo-1,5-bisfosforan. o | =ADP
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Fotosynteza roslin typu C,

Niektore rosliny z siedlisk jatowych (kukurydza, trzcina cukrowa, sorgo) moga
asymilowa¢ CO, na drodze wigzania go z fosfoenolopirogronianem (PEP).

Akceptorem CO, jest PEP, ktory przeksztalca si¢ w czteroweglowy kwas szczawiooctowy.
Nastepnie ulega on redukcji do kwasu jabtkowego (niekiedy asparginowego na drodze
transaminacji). 4-weglowe produkty przemieszczajg si¢ do komoérek pochwy
okotowigzkowej gdzie nastepuje dekarboksylacja z otrzymaniem kwasu pirogronowego,
ktory wraca do komorek mlqklszu podlega ufosforylowamu przez ATP, odtwarzajac PEP.
e cooK 'ﬁgggfgﬂjgfvr”;3;ﬁ",
-;f;;Jd_;gj;;;gazf: - co2 -a»can +ATP -—~&

. H=C~ R o ,~_COBH'__' S

cebav"-"

©Kwas szcza-  Kwas jabikowy Kuas pirogro-
wianctouy " lub asparginowy . nowy

12

;agon lub MH
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Natomiast uwolniony w komoérkach pochwy okotowigzkowe; dwutlenek wegla,
jest wigzany rybulozo-1,5-bisfosforanem 1 chodzi do cyklu Calvina.

Dla tego typu roslin proces wigzania 1 uwalniania CO, jest przestrzennie
rozdzielony.

Rosliny gruboszowate rozdzielajg proces na dzienny 1 nocny, poniewaz w dzien
aparaty szparkowe sg zamkniete w celu unikniecia utraty wody. Nocg szparki sg
otwarte 1 CO, moze swobodnie dyfundowac do tkanek, jest tam wigzany do
duzych 1losci kwasu jabtkowego, a w dzien jest uwalniany 1 wigzany w cyklu
Calvina.

Efektywno$¢ wigzania CO, zalezy od ilosci enzymu (karboksylazy RuBP). Jest to
prawdopodobnie potowa wszystkich rozpuszczalnych biatek zielonych lisci 1
podstawowe zrodto biatka dla zwierzat trawozernych.
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Karboksylaza RuBP oprdcz funkcji karboksylujacej, posiada rowniez w warunkach
ograniczonej dostawy CO,, aktywnos¢ oksygenacyjna, prowadzacg do rozktadu RuBP z
wytworzeniem czasteczki kwasu 3-fosfoglicerynowego 1 kwasu 2-fosfoglikolowego.
Odbywa si¢ to poprzez przytaczenie tlenu do wegla 2 formy enolowej rybulozobisfosfo-
ranu 1 hydr011z1e powstalego karboanionu:

[f“?fo P‘ _  S ?“2“““? - | THZ -0-F Kkwas 2: 1osfagllko~
C-0W - T0-C-OH fﬁ,__' ~CooH ;;' 1°"Y -ﬂ,igf}i;
‘":Ciﬂﬂf+illzloée—qrj'C=Bf | ;1+¢H20-+~aw_f"gf
H c nu . HeG-OW . COOH - |
D g-i_  ;,h S kwas 3 fosfogllce-'
| Cg-O - .; ‘-_',CHQéU-P - H-C-OH _I: _'; cerynowy

| | CHp=D-P ,

Po defosforylacji kwasu 2-fosforoglikolowego swobodny glikolan przenika do
glioksysomow 1 tam podlega utlenieniu gliokasalanu 1 dalszym przemianom do glicyny 1
seryny.
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Z kolei dwie czgsteczki glicyny mogg reagowac z jedng czasteczka seryny
uwalniajgc czasteczke CO,. Rowniez bezposrednie utlenianie glikosalanu za
pomocg nadtlenku wodoru, moze prowadzi¢ do wydzielania si¢ CO,. To
dodatkowe wydzielanie dwutlenku wegla nazwano fotorespiracja 1 znalazto
zastosowanie jako zwigkszenie dostawy CO, dla rosliny, co zwigksza
produktywnos¢ biomasy.

Natezenie fotosyntezy roslin typu C; zalezy w mniejszym stopniu od temperatury
otoczenia, niz roslin typu C,. W reakcjach niezaleznych od temperatury nalezy
spodziewac si¢ zjawisk fizycznych, np. ograniczonego dostepu CO, do wnetrza
komorek, natomiast w reakcjach zaleznych od temperatury chemizm procesu
decyduje o szybkosci reakcji.

Odpowiedzialnym enzymem za sprawng karboksylacj¢ u roslin typu C, jest PEP-
karboksylaza, natomiast u roslin typu C; — RuBP-karboksylaza.
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Hwalmame energil.

Organizmy zywe wytwarzaja energi¢ dzigki reakcjom oksydoredukcyjnym. Moga one by¢
przeprowadzone na trzech drogach:

1)Dehydrogenacja zwigzkow organicznych (usunig¢cie wodoru)
2)Oksydacja (dodanie tlenu)
3)Hydratacja — dehydrogenacja (dodanie wody 1 usuni¢cie wodoru).

Sposdb 113 odbywa si¢ w warunkach anaerobowych, sposob 2 wymaga warunkoéw
aerobowych. Organizmy, zyjace w warunkach beztlenowych zdobywaja energie na drodze
fermentacji wlasciwej — jest to starsza forma zdobywania energii i jest spotykana u
organizmoOw nizszych (bakterie, drozdze). Oddychanie wlasciwe, tlenowe wytworzyty
organizmy wyzsze.

Etapy adaptacji do oddychania tlenowego:

1)Unieszkodliwianie rodnika ponadtlenkowego (za pomocg dysmutazy nadtlenkowej), a
nastgpnie katalaza do wody 1 tlenu, lub peroksydaza — utlenienie zwigzku organicznego.

2)Wytworzenie peroksysomow (organelli zawierajacych powyzsze enzymy)
Powyzsze przemiany nie dostarczajg uzytecznej energii, stuzg tylko zabezpieczeniu przed

szl\fvcy)lgglwym wplywem tlenu. .
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Przejscie z fazy beztlenowej w faze tlenowa oddychania dato duzy
zysk ekonomiczny dla organizmow: podczas oddychania
beztlenowego powstajg tylko dwie czgsteczki ATP w jednym cyklu, a
dla oddychania tlenowego — 36 czgsteczek ATP.

Podczas oddychania beztlenowego materiat energetyczny nie jest w
pelni wykorzystywany, a produkty odpadowe czesto stanowig
trucizny dla wydzielajacych je organizmow (np. alkohol etylowy czy
kwas mlekowy). Natomiast produkty spalania tlenowego (CO, 1
woda) nie sg trujace dla zywych organizmow.

Metabolizm beztlenowy dla organizmdw zwierzecych to glikoliza
(substratem jest glikogen), natomiast dla mikroorganizmow ten
proces to fermentacja. Fermentacja prowadzi do etanolu, kwasoéw
octowego, propionowego lub mastowego, butanolu, acetonu 1 innych
produktow.
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Hec!amzm gllEOllzy 1 !ermen!acp

Degradacja glikogenu lub skrobi (enzym
fosforylaza) do glukozo-1-fosforanu (energia
wigzania glikozydowego zostaje zachowana w
wigzaniu fosforanowym. Start od glukozy wymaga
czasteczki ATP. Izomeryzacja do fruktozo-6-
fosforanu 1 fosforylacja do fruktozo-1,6-difosforanu,
nastepnie rozpad na dwie triozy: aldehyd 3-
fosfoglicerynowy 1 fosforan dihydroksyacetonu.

Utlenianie aldehydu 3-fosfoglicerynowego do
kwasu 1,3-bisfosfoglicerynowego z utworzeniem
bogatoenergetycznego wigzania fosforanowego przy
pierwszym weglu. Energia ta jest przekazana na
wytworzenie ATP.

[zomeryzacja fosforanu 1 dehydratacja do kwasu 2-
fosfoenolopirogronowego. Oddanie energii do ATP 1
utworzenie kwasu pirogronowego, nastgpnie
redukcja do kwasu mlekowego lub dekarboksylacja

do aldehydu octowego redukcja do etanolu (odzysk

NAsz
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Glukoneogeneza jest odwrotnoscig ciggu glikolitycznego. Proces ten
obejmuje syntez¢ glukozy z roznych nieweglowodanowych prekursorow,
np. z rozpadu thuszczow 1 biatek.

Jako substrat wystepuje kwas szczawiooctowy, ktory przy udziale
karboksylazy fosfoenolopirogronianu przeksztatca si¢ w
fosfoenolopirogronian z uwolnieniem CO,. W trakcie tej reakcji zuzywa si¢
jedna czasteczka ATP.

Fosfoenolopirogronian na drodze odwracalnych reakcji ciggu
glikolitycznego odtwarza fruktozo-1,6-bisfosforan. Za pomocg hydrolizy
wigzania estrowego, odrywa si¢ reszte fosforanowgq. Dalsze reakcje sg
odwrotnoscia ciggu glikolitycznego 1 prowadza do glukozo-6-fosforanu.
Jego hydroliza za pomocg fosfatazy, daje swobodna glukoze.
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Oksydatywny cykl pentozofosforanowy — to alternatywny do ciggu glikolitycznego, cykl
reakcji prowadzacy do otrzymania pentoz, aminocukrow, kwaséw uronowych 1 innych. W
tym cyklu otzymywane sg m. in. ryboza 1 dezoksyryboza, erytroza, a takze jest
otrzymywane NADPH,.

Cykl zaczyna glukoza. ATP fosforyluje ja do glukozo-6-fosforanu, ktory jest utleniany do o-
laktonu kwasu 6-fosfoglukonowego. Hydroliza prowadzi do kwasu 6-fosfoglukonowego.
Dalsze utlenienie 1 dekarboksylacja dajg rybulozo-5-fosforan. W tym ciggu otrzymano 2
czasteczki NADPH,,

Dalsze reakcje przypominajg odwrotnos¢ reakcji redukujacego cyklu pentozofosfora-
nowego (podobnie jak fotosynteza). Ostatecznie uzyskuje si¢ z trzech czasteczek fosforanu
pentozy dwie czasteczki heksozofosforanu 1 jedng czasteczke triozofosforanu. Dodatkowo
wytwarza si¢ 6 czasteczek NADPH, 1 szes¢ czasteczek CO.,.

COOH

| NADP NADPH., - CH,,OH
H-C-OH \\\‘sar";v g
<=  HO-C-H - T, o
ol - o H-C-OH
H~-C-OH
| |
H-C-OH H-C-QH
N l
N _ | CH,0P CH,-0-P
D-glukozo-6-P Lakton kwasu 6-fosfo-~ " Kwas D-6-fos- )

glukonowego fof;lukonowy
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Rola NAD 1 NADP

NAD —jest przede wszystkim koenzymem fermentacji, oraz petni
gtowng role w oddychaniu tlenowym. Wystepuje w formie
utlenionej, zeby zawsze by¢ w pogotowiu do przyjecia wodorow.

NADP — wystepuje przede wszystkim w formie zredukowanej 1
trudno utlenialny tlenem atmosferycznym, nie jest wiec
wykorzystywany do sprzezonej fosforylacji ADP.

W razie potrzeby oba koenzymy mogg by¢ wykorzystane w reakcji
transhydrogenacji, czyli wymiany wodorow mi¢dzy nimi.
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Oddychanie tlenowe. | (I:Hg B T 0 -
W oddychaniu tlenowym nie powstaje -_(':,i=0 +TPP—TPP | Cl-l‘:,vC\H |+ CO2 (dekarboksylacia)

kwas mlekowy ani etanol, ale do dal- COOH - L -
szych reakcji jest uzywany kwas piro- - kwaspirogronowy  zaktywowany aldehyd octowy

ronowy, ktory ulega dekarboksylacji S.
. et vl + é)L(kwas_lipOmwy)

oksydacyjnej.
Kwas pirogronowy ulega dekarboksy- | SRR 0 o (frrgae?(cggmg -
lacji z utworzeniem aktywowanego | . CH -C S oksydoredukcp)
aldehydu (z pirofosforanem tiaminy). " o TPP + N
Aldehyd jest utleniany kwasem o o - H-S/ -
liponowym do kwasu octowego, ktory S kms acetyloliponowy
z CoA tworzy acetylokoenzym A. R O . l+HS COA (koenzymA)
Jednoczesnie uwalnia si¢ zredukowany - S« |
kwas liponowy, ktory nastepnie jest | | CH3 C SCoA + L ‘P"-’-e“'@s'ﬁ‘"‘e’
utleniany za pomoca FAD i NAD. | .lZthG‘CthtO'COA HS”

5 ywowany kwas zredukowany kwas lanowy

: ~octowy}
Acetylokoenzym A jest substratem - o

dalszych przemian cyklu kwasu o ) . |
cytrynowego (cyklu Krebsa). ST S,'gk"gﬁggk‘;y"{%ﬁ;’;“ch - | L + NADH .,.’H* ‘

+ NAD luﬂemame)
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Cykl kwasu cytrynowego (cykl Krebsa)

oy
. Krebsa

R "2 Kwas =
JOH COOH COoH - 12ocytrynowy

- Sukcynyto-CoA
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Utylizacja NADH, i FADH,

W czasie jednego obrotu cyklu Krebsa powstaje jedna czgsteczka FADH, 1
trzy czasteczki NADH,. Sg one potem utleniane w procesie tancucha
oddechowego. W trakcie tego procesu powstaja czasteczki ATP — ten proces
nazywa si¢ fosforylacja oksydatywna.

Kierunek przechodzenia elektrondw 1 protondw jest nastepujacy:

NAD — FAD — ubichinon — cytochrom b — cytochrom ¢, — cytochrom c —
cytochrom a, — tlen

(cytochromy przenoszg juz same elektrony, protony pozostaty przy
ubichinonie)

Migjsca sprzezenia fosforylacji z oksydacja wystepuja podczas
przenoszenia wodoru od NAD do FAD, pomiedzy FAD 1 ubichinonem, oraz
cytochromem a, 1 tlenem. W tych miejscach tworzy si¢ na tyle duzo energii
chemicznej, ze czasteczki ADP mogg reagowac z fosforanem
niedtganicznym z wydzieleniem ATP.
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Thuszczowce jako zrodlo energii

Weglowodany moga by¢ zamieniane na bardzie wydajne energetycznie thuszcze (state i
oleje). Thuszcze sg jeszcze bardziej zredukowane niz weglowodany, w zwigzku z tym
magazynuja wieksze ilosci energii.

Ze wzgledu na nierozpuszczalnos¢ thuszczow w wodzie, sg gromadzone w postaci
bezwodnej, co jeszcze korzystniej wptywa na energetycznos¢ tych zwigzkow. (1 g
bezwodnego tluszczu magazynuje ponad 6 razy wigcej energii niz gram uwodnionego
glikogenu).

Thuszcze sg odktadane w postaci kropelek lub emulsji w cytoplazmie lub w lipoplastach.

7 uwagi na charakter apolarny, w tluszczach mogg si¢ rozpuszczac¢ substancje lipofilowe,
np. karotenoidy, sterole, witaminy z grupy A, D, E, K.

Synteza thuszczéw zachodzi w cytozolu, a rozktad w matriks mitochondrialnym. Jako
zwigzek redukujacy w syntezie ttuszczow wystepuje NADPH, oraz bierze udziat biatkowy
nosnik grup acylowych, natomiast podczas degradacji uwalnia si¢ NADH, 1 rozktad
thuszczow zachodzi z udziatem koenzymu A.

Enzymy katalizujace synteze tluszczow zwykle wystepujg w postaci kompleksow
enzymowych, co utatwia kontrolg szybkosci syntezy 1 eliminuje zjawisko dyfuzji pomiedzy

enzymami.
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Degradacja thuszczow prostych

1.Hydroliza triglicerydu za pomocg lipaz. Proces deestryfikacji przebiega stopniowo do
otrzymania mieszaniny glicerolu 1 kwasoéw thuszczowych:

Trigliceryd + H,0O — digliceryd + H,O — monogliceryd + H,O — 3 kwasy tluszcz. + glicerol

2. Glicerol ulega ufosforylowaniu do a-glicerofosforanu za pomocg ATP i kinazy, utlenia si¢ do
fosfodihydroksyacetonu 1 wchodzi do przemiany weglowodanowe;:

Glicerol + ATP — a-glicerofosforan + NAD — fosforodihydroksyaceton + NADH,

3. Kwasy tluszczowe ulegaja B-oksydacji (spirala kwasow tluszczowych Lynena). Najpierw
w1qzq Si€ Z koenzymem A, tworzqc zaktywowany kwas tluszczowy
R COOH + CaA SH + ATP --—-'b +_“R E MS CaA * AMP e PPi
. 2* e T ; 7 .
. Mgt | o
ReakCJa ta Jest odwracalna dlatego komorka szybko hydrohzuje plrofosforan przesuwaj ac stan
rOwnowagi w prawo.

Kompleks acylokoenzymu A ulega dalszym przemianom w matriks mitochondrialnym, jest
transportowany przez bton¢ mitochondrialng po zamianie koenzymu A na karnityn¢. Po

przejsciu przez blone z powrotem powstaje acylokoenzym A.
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Sekwencja reakcji prowadzacych do 3-oksydacji kwasy tluszczowego polega na dwoch
odwodorowaniach, jednej hydratacji 1 odszczepieniu acetylokoenzymu A (do cyklu Krebsa).

Pozostaty kwas, krotszy o dwa wegle podlega nastepnej sekwencji powyzszych reakcji
(spirala kwasoéw ttuszczowych).

Pierwsze odwodorowanie zachodzi pomi¢dzy drugim i trzecim weglem, przy udziale
koenzymu FAD. Nienasycony kwas przytacza czasteczke wody 1 przechodzi w 3-hydroksy-
kwas, dalsza redukcja 1 odwodorowanie za pomocg NAD daje B-ketokwas, ktory rozpada si¢
na acylo-koenzym A (krotszy o 2 wegle) 1 acetylokoenzym A, ktory wraz NADH, 1 FADH,
wchodzi do cyklu oddychania.

Wigkszo$¢ kwasow thuszczowych ma parzystg liczbe atomow wegla. Wyjatkowo zdarzajg si¢
nieparzyste, wtedy jako ostatni w spirali pojawi si¢ propionylo-koenzym A, ten ulega
przemianie do metylomalonylo koenzymu A

" CH,-CH-CO- éoA '

~CH..— .%
ca3 cuz -CO- CoA + ca2 ATF. bistyns
3

Propmnylo CoA SR Metylnmalonylﬂ CoA

CDUH

a nastepnie przegrupowuje do sukcynylo-CoA, metabolitu cyklu Krebsa.
. COOH

CH;-CH'-CU-.S-C'DA[ ....n--—-—"—""""'h' ‘Hsﬂc*nﬂszHzf(:OtS-'CuA
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Wyzsze kwasy ttuszczowe od C,; do C,; mogg podlegac¢ procesow1 a-oksydacji.
Pod wplywem odpowiedniego enzymu nastepuje peroksydacyjna dekarboksylacja
kwasu 1 odszczepia si¢ CO,, a wegiel a ulega utlenieniu za pomoca wody
utlenionej. Dalej nastepuje odwodorowanie 1 tworzy si¢ kwas krotszy o jeden
wegiel:

‘R- CHZ-CHZ-CDOH (-c02,+ uzoz) =, R—Cﬂz—CHﬂ (+NAD, + nza) = i’
) e n~cnz-conu + unouz L

Wydajnos¢ a-oksydacji w porownaniu z B-oksydacja jest mniejsza, bo zamiast
pieciu czgsteczek ATP na jeden obrot, powstajg tylko trzy czasteczki ATP.
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Biosynteza kwasow tluszczowych

Substratem do biosyntezy kwasow tluszczowych jest acetylo-CoA. Najpierw ulega on
karboksylacji przy udziale karboksybiotyny 1 odpowiedniego enzymu:

Acetylo-CoA + karboksybiotyna — malonylo-CoA + biotyna.

Nastepnie malonylo-CoA taczy si¢ z kompleksem enzymowym — syntetazg kwasow
thuszczowych, za posrednictwem grupy —SH w tym kompleksie:

Kompleks sktada si¢ z 7 enzymow,
otaczajacych biatko ACP, zawierajace
fosforan panteteiny, ktore wigze malonylo-
CoA za pomocg centralnej grupy SH.

Nastepnie acetylo-CoA jest przytaczany do

peryferyjnej grupy SH, nastgpnie

kondensacja reszty acetylowej z malonowsg

1 uwolnienie CO,. Nastepne etapy
biosyntezy przypominajg odwrotnos¢
katabolizmu kwasow tluszczowych, ale z
udzialem innych koenzymow.

Wyktad 11

MODEL DROEZOWEJ SYNTETAZY KWASOW TEUSZCZO-
WYCH 1-transferaza acetylowa, 2-transacylaza malo-
‘nylowa, 3-syntetaza (3-ketoacylo-ACP, 4-reduktaza

f-ketoacylo~ACP, 5-dehydraza f3- hydroksyacylo- ACR

‘6-reduktaza  encilo-ACP- 7-transferaza acylowa.
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Acetoacetylo-ACM ulega redukceji do B-hydroksykwasu (za pomocg NADPH,).
Dehydratacja tego kwasu prowadzi do kwasu 2,3-nienasyconego. Kolejna redukcja
za pomocg koenzymu FMNH, 1 przetransportowanie powstalego potaczenia do
peryferyjnej grupy SH, natomiast do centralnej grupy SH przylacza si¢ kolejna
czasteczka malonylowa. Dalej cykl si¢ powtarza do uzyskania 16-weglowe;
czasteczki kwasu palmitynowego.

Aktywne kwasy tluszczowe (acylo-CoA) reagujg z glicero-3-fosforanem 1
powstaje kwas L-a-fosfatydowy, ktory ulega defosforylacji z przytaczeniem

trzeciej reszty acylowej.
CH,OH - L EHeD = TR

2
0 .
HB-?-H (+ 2 acylo-CoA - 2 CoA SH) = R-C’v-' 0 C-H .. .
L T | kuas L-aL fostatydawy
( H_.,Pﬂa, +. Hzﬂ) = diacylaglicarol (+ aaylo—CoA - CoA Sﬁ) =
triscyloglicerol - g i

Kwasy nienasycone powstajg wtornie w wyniku utleniania tlenem czasteczkowym 1
redukcji przy udziale NADH,. Niektore kwasy nienasycone (np. kwas linolowy)
musza by¢ wprowadzane do organizmow zwierzecych z zewnatrz, ze wzgledu na

brak mozliwosci tworzenia wigzan podwojnych na dalszych weglach niz C,,.
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Blony biologiczne (cytoplazmatyczne) — stuzg oddzieleniu zywych
komorek, lub organelli komérkowych od otoczenia. Umozliwiajg one
selektywna wymiang¢ roznych zwigzkow, oraz ograniczajg rozne reakcje
lub ciagi reakcji od siebie.

Komorki roslinne sg jeszcze zabezpieczone przed urazami mechanicznymi
lub oddzialywaniem chemicznym, Sciang komorkowa. W komorkach
zwierzecych taka role pelni fibrylarna btona zewnetrzna.

Kontakt komoérki z otoczeniem umozliwiajg rozmieszczone na jej
powierzchni, rézne receptory 1 antygeny, bedace pod wzgledem
chemicznym najczesciej glikoproteinami lub glikolipidami.

Istnieje szereg réznych hipotez dotyczacych budowy i funkcjonowania
bton komdrkowych. Wydaje sie, ze najbardziej zblizony do rzeczywistosci
jest model ptynno-mozaikowy Singera 1 Nicolsona.
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Model btony komorkowej Singera 1 Nicolsona

W modelu ptynno-mozaikowym btony komorkowej zaktada si¢, ze podwdjna warstwa
lipidowa jest poprzetykana czgsteczkami biatka. Niektore te czgsteczki sg catkowicie
zanurzone w btonie inne cz¢sciowo. Agregaty bialek mogg tworzy¢ kanaly w fazie
lipidowe;.

Bialka zewngetrzne (peryferyczne) tatwo dysocjuja z powierzchni lipidowej przy uzyciu
czynnikow chelatujacych. Sg zakotwiczone w blonie za pomocg oddzialywan z
polarnymi grupami fosfolipidéw. Biatka te wykazujg wtasciwosci polarne.

Bialka integralne (zatopione w dwuwarstwie fosfolipidowej) mozna usungc¢ tylko za
pomocg specjalnych detergentdw, powodujgcych dysocjacje catej blony na pojedyncze
tancuchy polipeptydowe 1 lipidowe. Biatka integralne sg cz¢sto proteolipidami, czyli
lipoproteinami hydrofobowymi, nie rozpuszczalnymi w wodzie. Hydrofobowos¢
utatwia przenikanie w glab dwuwarstwy, a wynika z wigkszego udziatu aminokwasow
niepolarnych w strukturze bialka.

Bialtka ptywaja w strukturze fosfolipidow, natomiast odwrocenie si¢ biatka (flip-flop)
jest utrudnione, gdyz silnie polarny tancuch cukrowy uniemozliwia t¢ operacje.
Dodatkowo najczesciej sg asymetryczne, wigc warstwa zewnetrzna rozni si¢ od

wewnetrzne;.
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Fosfolipidy — pochodne kwasu L-a.-

CHy-0-C-R, e A

o ] o ‘(‘J - o Ry iRy = reszty acylowe nasyconego.

. T : ' : kwasu tiuszczowego (R,) i

fosfatydowego, potaczonego np. z .gz-g-u-? " - ey iy 12 &
: CHZ-U,P03H21 . : . -

choling, seryng lub inozytolem

Glikolipidy — pochodne galaktozy, glukozy 1 mannozy 1gczace si¢ z glicerolem
wigzaniami glikozydowymi. Podklasg sg sulfolipidy, np. sulfochinowozylodiacylo-
glicerol. Chinowoza jest 6-dezoksyglukoza.

Cholesterol — nalezacy do steroli, pochodnych cyklopentanoperhydrofenantrenu.
Cholesterol wystepuje gtownie w tkankach zwierzecych. W tkankach roslinnych jest
zastgpiony [-sitosterolem, ergosterolem lub stigmasterolem.

Charakter ciektokrystaliczny btony zalezy od sktadu chemicznego. Nasycone kwasy
thuszczowe tworzg zwartg btong potaczong sitami hydrofobowymi. Obecnos¢
kwasoéw nienasyconych o konfiguracji Cis powoduje gorsze upakowanie tancuchow i
obnizenie temperatury plynig¢cia btony. Podobnie dziatajg kwasy o rozgal¢zionych
tancuchach. Natomiast sterole usztywniajg blong¢ biologiczng. Komorka zmieniajac
sktad chemiczny, moze regulowac stan cieklokrystaliczny btony w zaleznosci od
potréhpd 1" 33
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Transport przez blony

Przenikanie substancji przez blony biologiczne jest zroznicowane, umozliwiajac
regulacje proceséw metabolicznych.

Dyfuzja prosta — dyfuzja proporcjonalna do gradientu stezen. Zwiazki wedruja od
stezen wigkszych do mniejszych. Mate znaczenie w procesach biochemicznych.

Dyfuzja ulatwiona — zachodzi spontanicznie, bez naktadow energetycznych, np.
przekanikanie glukozy z krwi do erytrocytow. W dyfuz;i utatwionej bierze udziat
jakis przenosnik, znajdujacy si¢ po zewngetrznej stronie blony, taczy sie z
przenoszonym metabolitem, kompleks przechodzi przez blon¢ i uwalnia metabolit
do wnetrza komorki. Szybkos¢ dyfuzji zalezy ilosci czasteczek przenosnika.

Transport aktywny:

Transport aktywny pierwszorzedowy (prosty) — energie na pokonanie gradientu
dostarcza reakcja chemiczna taczaca si¢ z uktadem transportujgcym.

Transport aktywny wtorny — aktywny transport jednego zwigzku taczy sie z
rOwnoczesnym transportem innego zgodnie z gradientem chemicznym.
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Iransport agtywny, moﬂel permaezowy —permeaza ulega u!os!orylowamu

(przez ATP), zdobywajac w ten sposob energie na przejscie przez bltong. Wykazuje
ona rOwniez powinowactwo do metabolitu, pociggajac go za sobg.

Transport aktywny, model chemiosmotyczny — energii dostarcza gradient
protonow, otrzymanych w tancuchu oddechowym, tu permeaza dziata jako
symport protonow 1 sitg napedzajgcy permeaze jest gradient protondw, a metabolit
jest przytacza si¢ biernie do permeazy.

Transport wtorny, pompy jonowe — energi¢ dostarcza ATP, fosforylacje 1
defosforylacje wigza 1 uwalniajg odpowiednie jony. Pompa sodowo-potasowa —
sod wigze si¢ w cytoplazmie z biatkiem enzymatycznym, stymulujgc fosforylacje,
biatko wigze potas na zewnatrz btony, sod jest przenoszony na zewnatrz btony,
biatko defosforyluje przenoszac potas do wnetrza komorki 1 tam go uwalnia.

Jest to pompa nieelektrogenna — nie zmienia si¢ fadunek po obu stronach btony.
Moze jednak by¢ przenoszone 3 jony Na™ i1 1 jon K* oraz nastepuje hydroliza ATP.
Wtedy zmienia si¢ gradient elektryczny, a pompa jest elektrogenna.

Gradient Na™ lub K™ jest wykorzystywany do przenoszenia oboj¢tnych czgsteczek

(cukry, aminokwasy) na zasadzie symportu.
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Mechanizm fosforylacji oksydacyjnej

Gradient jonow wodorowych moze by¢ rowniez wykorzystany do syntezy ATP w
mechanizmie fosforylacji oksydatywne;.

NADH, przekazuje wodory od
strony matrix mitochondrialne;.
Proton jest wypychane na zewnatrz
btony, a elektrony redukujg FAD.
FAD pobiera wodory z matrix
(dysocjacja wody) 1 przekazuje je
przez blong. Wtedy w przestrzeni
mi¢dzybtonowej pojawi si¢ nadmiar
protonow, a od strony matrix
mitochondrialnej — nadmiar grup
OH-, ktore redukujg tlen do poziomu
wody.

Wyktad 11

- Matriks

Mo Cyk lwasow

K’ Frojerboksyioweh

e

-30p

36



—!

Podobnie dziata syntaza ATP, wpro-
wadzajgc protony do matrix, a usuwa- AR ,
jac jony hydroksylowe na zwenatrz.  friedzybtonowa] wewnetrzna
W ten sposdb w bezposrednim R
sasiedztwie enzymu nie tworzy si¢
woda, ktora przesuwata by
rOwnowage w przeciwng strong:

ADP + H,PO, —> ATP + (HY + (OH")

Synteza ATP przebiega tak dlugo, jak A o
dhugo 1stnieje gradient protonow 1 t o
grup hydroksylowych oraz jak dtugo

centrum aktywne ATP-azy bedzie si¢ e -
znajdowato w srodowisku hydrofo- ADP-:-PD—E—O“@R ATP R H"‘+0H'»' SR
bowym. Omawiana wczesniej fosfo- ] o
rylacja fotosyntetyczna ma podobny R m {g?zgnzai .
mechanizm dziatania, lecz tam proto- - [ o medzyblonowa) .
ny s3 wttaczane do wnetrza tylakoidu
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