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Metody wyodrebniania z komorek oraz
badanie wlasciwosci bialek, cz. I1

Bialka naleza do najwazniejszych skladnikow pokarmowych. Ponadto, sa jednym z gléwnych
skladnikow budulcowych wszystkich tkanek oraz zwiazkéow biologicznie czynnych, w tym np.
enzymow, hormonoéw czy elementow ukladu odpornosciowego. Synteza bialek odbywa sie
przy dostepie odpowiednich aminokwasow, ktorych gléwnym zrédlem sa procesy trawienia
i wchlaniania bialek pokarmowych [5].

Stowa kluczowe: aminokwasy, grupa karboksylowa, grupa aminowa, hydroliza kwasowa
aminokwasow, drobnoustroje chorobotwodrcze, biatka, btona zewnetrzna, izolacja biatek btony
zewnetrznej bakterii
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Biatka sa czasteczkami, ktorych gléwnym elementem budulcowym sg aminokwasy. Biatka wszystkich
gatunkéw zbudowane sa z tych samych 20 standardowych aminokwasdéw, tak wiec sa one takie same
u cztowieka czy bakterii. Aminokwasy sa czasteczkami amfoterycznymi, a to ze wzgledu, ze w ich
czasteczkach wyrodznia sie zarowno grupy karboksylowe jak i aminowe, przez co ich charakter
uzalezniony jest od stezenia jondw wodorowych w srodowisku [2], [3], [4].

W czasteczce aminokwasu wyrdznia sie centralnie potozony atom wegla tzw. atom a. Do centralnego
atomu kowalencyjnie sa przylaczone grupa karboksylowa i aminowa, przez co zawdzieczaja swoja
nazwe ( a-aminokwasy), ponadto tgczy sie z atomem wodoru i tancuchem bocznym. Wszystkie z 20
wystepujacych aminokwasow maja bezbarwny kolor. Ponadto, w organizmach wyrdznia sie takze
aminokwasy, ktory nie biorg udzialu w budowie biatek, jednakze ich rola polega na braniu udziatu
w skomplikowanych przemianach zachodzacych w organizmie. Do takich rownie waznych
aminokwasdw zalicza sie ornityne oraz cytruline, ktére biora udziat w syntezie argininy
(a-aminokwasu wystepujacego w biatkach). Podobny charakter maja tyroksyna i tréjjodotyronina
(znane hormony tarczycy) [4].

Wszystkie standardowe aminokwasy réznia sie miedzy soba tylko strukturag tancucha bocznego,
dzieki czemu mozliwy jest ich podzial na grupy. Poszczegdlne aminokwasy wykazuja rozne
wtasciwosci fizyczne, co wynika wlasnie z ich réznej budowy tancucha bocznego [2], [3].

W roztworach wodnych aminokwasy wystepuja tylko w znikomej ilosci, stanowia one ok. 1%, i sa
czasteczkami elektrycznie nienatadowanymi, jednak w przewazajacej wiekszosci aminokwasy sa
jonami, ktére w zaleznosci od oddzialywania sSrodowiska moga mie¢ charakter albo kwasowy albo
zasadowy. Aminokwasy znajdujace sie w srodowisku kwasowym maja zdolnos¢ przytaczania protonu,
przez co staja sie kationem, z kolei w sSrodowisku zasadowym- oddaja proton przez co zachowuja sie
jak anion [2], [3].

Aminokwasy sa natadowane dodatnio gdy znajda sie w Srodowisku silnie kwasowym, wtedy to w polu
elektrycznym wedruja w kierunku katody i zachowuja sie jak kwas. Wystepujaca w budowie
aminokwasow grupa karboksylowa i aminowa moga by¢ dawcami protonéw. Z kolei, w srodowisku
zasadowym tadunek aminokwasow zmienia sie na ujemny, przez co w polu elektrycznym wedruja
w kierunku anody (zachowujac sie tym samym jak zasady, poniewaz zdysocjowane grupy
karboksylowe i aminowe moga przytacza¢ protony) [3].

W rozmaitych badaniach i doswiadczeniach coraz czesciej przeprowadza sie analize sktadu
aminokwasowego danego biatka. Ponadto, waznymi obszarami zastosowan analizy aminokwasow jest
analityka medyczna i farmacja, poniewaz oznaczanie ilosci i rodzaju aminokwaséw w plynach
ustrojowych stanowi narzedzie wczesnej diagnostyki wrodzonych choréb metabolicznych. Tak, wiec
dzieki temu mozliwe jest diagnozowanie fenyloketonurii, alkaptonurii lub bielactwa. Co za tym idzie,
mozliwe jest wyeliminowanie z zywnosci aminokwasow, powodujacych wystapienie wyzej
wymienionych choréb [5].

Wybdr metody za pomoca, ktorej oznaczane beda aminokwasy obecne w zywnosci lub suplementach
diety uzalezniony jest od wielu czynnikéw m.in. od rodzaju uzytej matrycy czy przewidywanego
stezenia aminokwaséw w probce. Analiza zawsze obejmuje dwa gtdwne etapy postepowania tj.
przygotowanie probki do badania oraz wtasciwe oznaczenie aminokwaséw. Etap przygotowania
probki do oznaczenia obejmuje ekstrakcje analitdéw z probki, oczyszczenie ekstraktu oraz
w wiekszosci przypadkéw przeksztalcenie aminokwasow w odpowiednie pochodne. W przypadku,
gdy przeprowadza sie oznaczenie catkowitej zawartosci aminokwasdéw, konieczne jest
przeprowadzenie wczesniejszej hydrolizy biatek. Koncowym etapem jest rozdzielenie mieszaniny
aminokwaséw i analiza iloSciowa poszczegdlnych zwiazkow badanego materiatu [5].



Wsrdd najczesciej stosowanych ekstrahentéw wolnych aminokwasow z nierozpuszczalnych w wodzie
statych matryc np. zb6z, miesa czy ryb, wyr6znia sie rozcienczony tj. 1M roztwoér HCI. Ponadto,
stosuje sie rowniez stezone roztwory mocnych kwaséw np. 5% kwas trichlorooctowy, 4% kwas
5-sulfosalicylowy, a takze roztwory alkoholowe, ktore zawieraja co najmniej 75% etanol lub metanol.
Wyekstrahowane aminokwasy oddzielane sa od pozostatych sktadnikdéw prébki, dzieki zastosowaniu
wirowania w warunkach obnizonej temperatury tj. w 4°C, a nastepnie filtracje przez wtdékno szklane.
W przypadku, gdy pracuje sie z probkami ciektymi np. sokami, etap ekstrakcji moze by¢ pominiety.
Z kolei, oczyszczanie probki jest niezbednym etapem majacym na celu unikniecie ewentualnych
interferencji analitycznych, ktére moga by¢ wywotane obecnoscia w ekstrakcie substancji takich jak
biatka, polipeptydy, weglowodany czy ttuszcze [5].

Wsrdéd metod hydrolizy bialek wyrdznia sie hydrolize kwasowaq, zasadowa i enzymatyczng, przy czym
najczesciej stosowana jest hydroliza kwasowa. Polega ona na dtugotrwalym trawieniu biatek kwasem
mineralnym - najczesciej jest nim 6M roztwdr kwasu solnego. Trawienie zachodzi w temperaturze ok.
110°C przez 20 do 96 godzin, lub w 145°C przez 4h. Proces ten musi by¢ prowadzony w warunkach
beztlenowych (w atmosferze azotu) w zamknietym naczyniu, by zmniejszy¢ mozliwos¢ degradacji
niektorych aminokwasow. Z kolei, w celu zminimalizowania strat aminokwasow, ktére sa najbardziej
labilne np. tyrozyna, seryna, treonina, zaleca sie by inkubowaé¢ probki w roztworze kwasu
z dodatkiem substancji przeciwutleniajacej (np. fenol, siarczan(IV)sodu) [5].

Do oznaczania specyficznych aminokwaséw np. tryptofanu, metioniny czy cysteiny, stosuje sie
bardziej skomplikowane metody hydrolizy, w ktérych probki przeznaczone do oznaczania
aminokwaséw siarkowych przed hydroliza kwasem chlorowodorowym, traktuje sie mieszaning 30%
nadtlenku wodoru i 88% kwasu mréwkowego. W badaniach tryptofanu, zaleca sie zastosowanie
hydrolizy alkalicznej ( w 4M roztworze wodorotlenku sodu, potasu litu lub baru, przeprowadzanej
w temp. 110°C prze 18 h) [5]. W celu analizy specyficznych sekwencji aminokwaséw obecnych
w biatku zaleca sie stosowanie hydrolizy enzymatycznej, ktéra zachodzi pod wptywem enzyméw
proteolitycznych takich jak trypsyna czy chymotrypsyna [5].

Wsrdd metod najczesciej stosowanych w analizie zywnos$ci do rozdzielania mieszaniny aminokwasow
sa chromatografia kationowo-wymienna oraz wysokosprawna chromatografia cieczowa
z odwroconym uktadem faz. Z kolei, wérod metod alternatywnych wymienia sie kapilarne techniki
elektromigracyjne np. elektroforeza strefowa, elektroforeza kapilarna sprzezona ze spektrometria
mas z jonizacja poprzez elektrorozpraszanie [5].

Izolacja bialek blony zewnetrznej bakterii

Drobnoustroje chorobotworcze posiadaja odpornos¢ na substancje chemiczne, dzieki obecnosci w ich
blonie zewnetrznej specyficznych biatek, okreslanych jako bialka btony zewnetrznej (OMP), ktdre sa
niezbednymi elementami odpornosci drobnoustrojow. Biatka budujace $ciane zewnetrzna bakterii
Gram ujemnych (G-) stanowia az 50% btony zewnetrznej [1].

Zdolnos¢ do penetracji blony zewnetrznej jest niezbednym warunkiem by doprowadzié¢ do
zahamowania podziatu bakterii lub ich zabicia. Jedna z gtéwnych cech btony zewnetrznej bakterii G-
jest jej przepuszczalnos$c¢. Przepuszczalnosé btony warunkowana jest przez tzw. poryny, ktére
odgrywaja bardzo wazna role tzw. determinantéw patogennosci. W wyniku redukcji poryn w Scianie
komoérkowej bakterii, dochodzi do obnizenia opornosci bakterii na antybiotyki B-laktamowe, a takze
wiele innych antybiotykéw [1].

Biatka btony zewnetrznej odgrywaja bardzo wazna role w budowie i funkcjonowaniu komorki
bakteryjnej. Jedna z ich funkcji jest uczestniczenie w stabilizacji struktury btony zewnetrznej,



Ponadto, wptywaja one na adhezje komorki do innych komorek, a takze stuza jako receptory dla
bakteriofagéw. Ich wazna funkcja jest rdéwniez przekazywanie sygnatéw komérkowych i udziat
w transporcie oraz procesach przetwarzania energii, ktorych zadaniem jest warunkowanie
prawidlowego dziatania komorki [1].

Zdjecie: Budowa btony zewnetrznej bakterii,

http://www.phmd.pl/images/ryciny/20090727114628.jpg [1].

Ostatnie badania wskazuja, Zze wiele schorzen zwiazanych jest z biatkami btony zewnetrznej bakterii.
W zwiazku z tym, w celu zrozumienia funkgcji tych specyficznych biatek konieczne jest poznanie ich
budowy, dzieki czemu mozliwe staloby sie opracowanie bardziej skutecznych lekéow
przeciwbakteryjnych. Dlatego tez, catkowicie uzasadnione staje sie poszukiwanie odpowiednich
metod izolacji oraz oczyszczania biatek bakteryjnych wchodzacych w sktad dwuwarstwy lipidowej

[1].

Niektore biatka bakteryjne, w tym gtownie biatka peryferyjne mozna w tatwy sposéb rozpusci¢
i oddzieli¢ od reszty btony komdrkowej, uzywajac w tym celu stosunkowo tagodnych srodkéw, w tym
np. 1 M roztworu chlorku sodu [1].

Ze wzgledu na fakt, ze biatka btonowe silnie oddziatuja z weglowodorowymi tancuchami lipidow
btonowych, mozna je od nich oddzieli¢ uzywajac w tym celu jedynie detergentéw [1].

Jednym z pierwszych i jednoczes$nie najwazniejszych etapow w ekstrakcji biatek btonowych jest ich
solubilizacja ze srodowiska lipidowego. Solubilizacja zalezy od uzytego w tym celu detergentu i jego
stezenia, jest to szczegodlnie wazne w momencie, gdy chcemy oczyscié¢ biatka znajdujace sie w formie
natywnej. Witkowska i wsp. w swoich badaniach wykorzystali wprowadzong przez Schnaitmanna


http://www.phmd.pl/images/ryciny/20090727114628.jpg

i zmodyfikowana w toku badan metode izolacji biatek btony zewnetrznej bakterii chorobotworczych

[1].

Jedna z najdtuzej stosowanych metod izolacji biatek OMP jest juz wspomniana procedura
opracowana wg Schnaitmanna z wprowadzonymi modyfikacjami.Tak wiec, w doswiadczeniu
(Witkowska i wsp.), w procedurze izolacji biatek btonowych jako niejonowy detergent zastosowali
Triton X-100. Po rozbiciu komérek bakteryjnych oraz usunieciu ich zbednych fragmentéw, stosuje sie
Triton X-100 (o stezeniu 2% w buforze Tris-HCl o pH=7,6) z 10 mM MgS0O4 w obecnosci 5 mM EDTA
(czynnik chelatujacy), dzieki czemu mozliwe jest uzyskanie po ultra wirowaniu biatek OMP w postaci
rozpuszczonej [1].
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