WPROWADZENIE

Pomyst na napisanie tego podrecznika rodzit si¢ w mojej glowie juz
przez dlugi czas, jako ze takich pozycji na rynku nie ma w ogdle. Przygotowujac
sie do Olimpiady miatem caly czas wrazenie, ze nie ucze sie z odpowiednich
zroédet. Nie potrafitem ocenié¢ czy to, czego sie ucze jest na wystarczajacym
poziomie skomplikowania, czy tez odwrotnie - wchodz¢ w niepotrzebne
szczegOly. Niestety - zakres zagadnienn wymaganych na zawodach centralnych
nie ma gérnej granicy. Staratem sie¢ zatem, aby ,Biochemia” byla jak najlepiej
dostosowana do zagadnien olimpijskich, a w niektérych miejscach wykraczata
poza ten poziom (cho¢ czesto w ramach ciekawostki). Najwieksza przewaga
tego podrecznika jest rozdzial czwarty, w ktérym krok po kroku omawiam
kazde zagadnienie biochemiczne ujete w regulaminie Olimpiady Biologiczne;.
Doktadny opis technik laboratoryjnych, a takze praktyczne wskazéwki wydaja

sie nieocenione w przygotowaniu do finatu konkursu.

Z poczatku miatl by¢ to wiec rozszerzony informator biochemiczny;
poszedtem jednak o krok dalej i zdecydowatem sie omoéwi¢ wiekszo$é
zagadnien, ktére uplasowalbym w dziale ,metabolizm”. Dodatkowo,
zamie$citem wyczerpujace opisy najwazniejszych zwigzkéw organicznych, ktére
moga przydal sie przy zadaniach testowych na teScie teoretycznym. Przed
przeczytaniem pierwszych dwoch rozdziatéw goraco zachecam do opanowania

materiatu szkolnego, gdyz sa one nieco trudniejsze. Podrozdziat o cukrach



(2.5.) zredagowata moja ukochana dziewczyna, Marta Kowalska. Jako studentka
biochemii, miata znacznie wigcej do powiedzenia na temat tej (znienawidzonej
przeze mnie) grupy zwigzkow. Tam, gdzie nie musialem - nie wchodzitem w
zbedne szczegdly, aby nie oddawa¢ w Twoje rece drugiej Biochemii Stryera.
Wybratem najwazniejsze szlaki metaboliczne i w przystepny sposéb
przedstawitem zachodzace podczas nich reakcje. Moim celem bylo stworzenie
kompendium wielofunkcyjnego. Po pierwsze, zawiera on kompletny materiat,
ktory jest wymagany w ramach pracowni biochemicznej. Po drugie, petni
funkcje swego rodzaju vademecum, ktére umozliwia szybkie przesledzenie
reakcji wybranych szlakéw metabolicznych. Po trzecie, opisy szlakéw sa
wzbogacone w rysunki, ktére pomagaja zrozumie¢ dane zagadnienie. Po
czwarte, objeto$¢ kompendium pozwala tuz przed finatem przesledzi¢
wiekszo$¢ zagadnien i odswiezy¢ Twoja wiedze. Sam (-a) rozstrzygniesz, czy

udato mi sie te cele osiagnac.

Pamietaj, ze Olimpiada to nie jest konkurs tak bardzo pamigciowy, jak
matura - bardzo czesto oceniana jest umiejetnos¢ wpadania na pomyst i zdolnosé
logicznego myslenia. Cho¢ ksiazka ta oczywiscie nie zastapi akademickiego
podrecznika do logiki matematycznej, mam glebokie przeczucie, iz tak jak to
jest w matematyce, tak i w biologii obycie z danym tematem znacznie utatwia

rozwazanie probleméw z nim zwigzanych.

Trzymam kciuki,

Michat Stanowski



3.6.4. Fotosynteza C4 i CAM

Istnieja rosliny, ktére w zwiazku z goracym klimatem, w ktérym wystepuja,
muszg znacznie efektywniej gromadzi¢ dwutlenek wegla. Skutkuje to miedzy innymi
ograniczeniem procesu fotoodychania. Fotooddychanie polega na utlenianiu, a nie
karboksylacji rybulozo-1,5-bisfosforanu. Wynika to z niskiej specyficzno$ci
substratowej karboksylazy/oksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (RuBisCO). W
sytuacji, gdy stezenie tlenu jest wysokie, a dwutlenku wegla niskie przeprowadza ona
wysoce nieoptacalng dla komorki oksygenacje rybulozo-1,5-bisfosforanu. Zamiast
dwoéch czasteczek 3-fosfoglicerynianu powstaje fosfoglikolan, ktéry jest czasteczka
dwuweglowa (bo 3 + 2 = 5). Wyobrazmy sobie sytuacje kiedy do 6 czasteczek
rybulozo-1,5-bisfosforanu przytacza sie 6 czasteczek tlenu (gdyby byt to dwutlenek
wegla, powstaloby 12 czasteczek 3-fosfoglicerynianu). Powstaje 6 czgsteczek 3-
fosfoglicerynianu i 6 fosfoglukonianu. Nastepnie te 6 czasteczek fosfoglukonianu ulega
przemianom, podczas ktérych dochodzi do trzech dekarboksylacji. Mamy zatem 6
atoméw wegla do dyspozycji - komérka tracac energie ATP tworzy 3 czasteczki 3-
fosfoglicerynianu. Mamy zatem 9 czasteczek 3-fosfoglicerynianu. Straciliémy w procesie
dekarboksylacji trzy atomy wegla, zupeilnie bezsensownie! A do tego zuzyliSmy
energie ATP! U roélin C3, u ktérych pierwszym zwiazkiem po asymilacji wegla jest 3-
fosfoglicerynian (wigkszo$¢ roélin) - zwigzek tréjweglowy#4, proces fotoddychania nie
jest niczym niezwyktym. Przedstawie teraz dwie strategie roslin, ktére ograniczaja ten
proces praktycznie do zera.

Roéliny C4 poradzily sobie, rozdzielajac faze ciemng na dwa procesy asymilacji.
Pierwszy z nich nastepuje w ,przecietnych” komoérkach mezofilu - wystepuje tam
enzym karboksylaza fosfoenolopirogronianu - zwiazku tréjweglowego, z ktérym
spotkali$my sie juz chociazby podczas szlaku glikolizy. Zaraz, zaraz - to przeciez jedna z
wazniejszych reakcji anaplerotycznych - karboksylacja fosfoenolopirogronianu (RIIL1.)
powodowata powstanie szczawiooctanu (zwigzek ten od razu jest transportowany do
stromy chloroplastu)! Jest to zwiazek czteroweglowy - i stad nazwa roélin C4. Jest to
niestety proces, ktéry wymaga dostarczenia energii ATP. Nastepnie musimy w jaki$
sposob przetransportowal zwiazany dwutlenek wegla do komoérek pochwy
okotowiazkowej, gdzie zajdzie znany juz Ci dobrze cykl Calvina-Bensona. Na poczatku
jednak komoérka wykona jeszcze jeden genialny ruch! Ze szczawiooctanu, caly czas w
obrebie stromy chloroplastu komérka zrobi jabtczan (RIIL.2.), przeprowadzajac redukcje
tego pierwszego. Zredukowanym przenos$nikem elektronéw bioracym udzial w reakcji

44 Stad C3 w nazwie.
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jest NADPH + H+. A zatem jablczan jest teraz transportowany plazmodesmami do
komérki pochwy okotowigzkowej, gdzie dostaje sie do stromy chloroplastu - tam ulega
dekarboksylacji i utlenieniu na raz dzieki chloroplastowej dehydrogenazie
jablczanowej, dekarboksylujacej. Uwolniony zostaje nie tylko dwutlenek wegla, ale
powstaje NADPH + H+ (RVL.7.), sktadnik sity asymilacyjnej, ktéry bedzie mégt oddacd
swoje elektrony w etapie redukcji cyklu Calvina! Powstaje takze pirogronian, ktory
musi zostal przetransportowany do komodrki mezofilu i tam, w obrebie stromy
chloroplastu ulega fosforylacji do fosfoenolopirogronianu przy udziale chloroplastowej
dikinazy pirogronian-P; (odlacza sie pirofosforan, a nie fosforan nieorganiczny,
RVL8.). Widzisz teraz, ze u roé$lin C4 RuBisCO nie ma wyboru - musi przeprowadzaé
karboksylacje rybulozo-1,5-bisfosforanu, gdyz roslina dba o koncentracje tego zwiazku
w poblizu tego enzymu, prowadzac dekarboksylacje jabtczanu w obrebie stromy. W ten
spos6b rodliny te wydajniej wigza dwutlenek wegla, w krotszym okresie otwarcia
szparek, przez co nie tracg tak duzej ilo$ci wody na drodze transpiracji. Do roslin C4
naleza popularne roéliny uprawne, takie jak ryz, kukurydza, trzcina cukrowa, proso i
sorgo.

Roéliny CAM rozdzielajg faze ciemna w czasie, lecz obie asymilacje dwutlenku
wegla zachodzg w obrebie tej samej komorki. Noca, kiedy liScie nie sa nagrzewane
przez stonce (transpiracja jest bardzo staba), rodlina otwiera aparaty szparkowe i
asymiluje dwutlenek wegla przy pomocy karboksylazy fosfoenolopirogronianowe;j,
dzieki czemu powstaje szczawiooctan. Szczawiooctan przeksztatcany jest do jablczanu,
a ten zostaje przetransportowany do wakuoli, gdzie jest magazynowany*. W dzien,
kiedy roélina przez dbato$¢ o odpowiedni bilans wodny nie moze sobie pozwoli¢ na
otwarcie szparek, jabtczan wydostaje sie z wakuoli, ulega dekarboksylacji i ro$lina
»bezstresowo” moze prowadzi¢ faze ciemna bez otwierania aparatéw szparkowych.
Proces przeksztalcenia fosfoenolopirogronianu w szczawiooctan znéw wymaga energii
ATP, ale owy ubytek rekompensowany jest przez duza wydajnoé¢ fotosyntezy.

3.7. Chemosynteza

Chemosynteza jest procesem niezwykle ciekawym, cho¢ niestety niezwykle
skapo opisywanym w podrecznikach szkolnych. Takze tutaj nie zawrg wielu szczegdtow
i podam tylko podstawowe informacje na jego temat. Sam proces, podobnie jak
fotosynteza, ma w nazwie ,synteze”, a wiec spodziewamy sie, ze w jaki§ sposéb
komoérka bedzie musiata wytworzy¢ ATP i zredukowany przenos$nik elektronéw, tak jak

45 Reakcje identyczne jak u roslin C4.
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dziato sie to w fazie jasnej fotosyntezy. Tam energia do tego procesu pochodzita ze
Swiatla stonecznego, tutaj o takim zjawisku nie ma mowy. Prokarionty, bo tylko w tej
grupie organizmow obserwujemy chemosynteze, do syntezy zwigzkéw organicznych
beda uzywaly energii utleniania nieorganicznych zwigzkéw chemicznych (lub metanu).
Nazwy bakterii przeprowadzajacych chemosynteze od razu méwia nam, jaki zwiazek
bedzie utleniany - bakterie Zelazowe (weglany zelaza), wodorowe (woddr), siarkowe
(siarkowodor, siarke). Nie chodzi w zadnym wypadku o to, zeby nauczy¢ sie na pamiec
reakcji utleniania tych zwiazkéw - wazny jest zamyst. Jak zatem otrzymaé ATP i

Odwrdécony transport elektronéw

cw - $ciana komdrkowa

wbc - wewnetrzna btona
cytoplazmatycna

cyt - cytozol

1 - enzym utleniajacy siarke

2 - kompleks redukujacy NADP+

zredukowany przenoénik elektronéw - tu NADH - z samego utleniania zwigzkéw
nieorganicznych? Okazuje sie, ze te organizmy wykorzystuja odwrdcony transport
elektronéw. Na czym on polega? Elektrony z np. siarki pierwiastkowej dostaja sie na
cytochrom bcl w wewnetrznej btonie bakterii Gram-ujemne;j. , Prawidlowo”, to znaczy
zgodnie z potencjatem oksydoredukcyjnym (patrz 3.6.1.1.), elektrony powinny dazy¢ do
zredukowania tlenu, tak jak dzieje sie to w procesie oddychania tlenowego. Komodrka
robi jednak ,psikusa” i elektrony zaczynaja przemieszczal sie wbrew potencjatowi
oksydoredukcyjnemu! A to znaczy, ze w pewnym momencie docieraja na kompleks,
ktéry w oddychaniu tlenowym powodowat utlenienie NADH + H+. W tym przypadku
elektrony sa przekazywane na NADP+ i powstaje NADPH + H+, a wigc zredukowany
przenoénik! Czy to nie genialne? Co wigcej, elektrony przechodzac przez przenoéniki w
btonie, powodowaty pompowanie protonéw z cytosolu do przestrzeni miedzybtonowej,
generujac gradient protonéw dla syntazy ATP. A zatem mamy pelna site asymilacyjna.
Niestety, proces nie jest tak efektywny jak fotosynteza. Zauwaz, ze odwrdcony
transport elektronéw musi by¢ wymuszony, a do tego jest potrzebna energia
zgromadzona w ATP. A zatem jest to zjawisko nieco mniej efektywne od fotosyntezy, ale
takze skuteczne. Nastepnie chemolitoautotrofy wiazg dwutlenek wegla w cyklu Calvina,
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ktéory opisany jest w podrozdziale 3.6.2. Chemosynteza jest procesem ewolucyjnie

znacznie starszym niz fotosynteza.
3.8. Degradacja aminokwaséw i nukleotydow

Nie sposéb opisa¢ na poziomie olimpijskim wystarczajaco szczegdtowo
proceséw rozkladania aminokwaséw i nukleotydéw. Podam w tym podrozdziale
najwazniejsze fakty, ktére moga by¢ uzyteczne w rozdziale nastepnym albo w pytaniu
jednokrotnego wyboru na Olimpiadzie.

Nadmiarowe szkielety aminokwasowe w organizmie nie sa magazynowe, a
zuzywane jako zrdédio energii, badZ przeksztalcane w inne zwiazki (np. glukoze na
drodze glukoneogenezy), ktére juz moga by¢ materiatem zapasowym. Azot wchodzacy
w sklad grupy a-aminowej aminokwaséw moze by¢ zuzywany do syntezy innych
zwigzkow; jesli tak nie jest, to jon amonowy musi zosta¢ wydalony w postaci mocznika,
co zostato opisane w podrozdziale 3.9. Na przyktad, watroba spala tylko aminokwasy
nierozgatezione, a mieénie takze rozgalezione. Miesnie musza w jakiS bezpieczny

spos6b dostarczy¢ do watroby jon amonowy, aby tam zostal wiaczony w cykl

NATROBA
0 NH,

NHI. H,0
! “k— d .
R - C - COOH C - LooH 74 R - C_ = COOH
o6 | |
I NG

ANR

Uproszczony schemat degradacji aminokwaséw
d - deaminacja, ANR - aminokwasy nierozgatezione,
aK - a-ketokwasy pdzniej spalane przez komodrke
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Dobrze, mamy juz tabele wartosci dla naszej pierwszej funkcji, ktérg umiescimy na
wykresie Lineweavera-Burka. Funkcja ta ma postaé fj(x) = ax + b. Oczywiécie mozemy ,,na oko”
wartodci a i b wyznaczy¢ przenoszac punkty na wykres (zazwyczaj dziata) i prowadzac przez nie
prosta, ale bezpieczniej jest wyznaczy¢ linie regresji w prostym jezyku programowania lub w
arkuszu kalkulacyjnym. Program zwrdci nam wspdtczynniki a i b, to znaczy dostaniemy petny
wzér funkgji, ktéry bedziemy mogli uzy¢ do dalszych obliczen. Jako, ze jestem bioinformatykiem,
zdecydowanie blizszy jest mi sposéb pierwszy, dlatego prosze spdjrz na te trzy linijki kodu w
jezyku R:

x <- c(2, 0.35, 0.19, 0.13, 0.1) # odwrotnos$ci stezen poczatkowych
y <- c(0.041, 0.015, 0.013, 0.012, 0.012) # i szybkosci poczatkowych
print (Im(y ~ x)) # oblicz wspdiczynniki a i b funkcji i je wyswietl

Kiedy w RStudio klikniemy ,, Run” pojawig si¢ nastepujace linijki kodu:

Call:

Im(formula = y ~ x)

Coefficients:

(Intercept) b4
0.009848 0.015076

Intercept to warto$¢ funkcji w punkcie przecigcia z osig OY, a ,x” to wspdtczynnik

kierunkowy. W kilka sekund obliczylismy wzér fj(x) = 0.015x 4+ 0.010. Mozemy z tego wzoru

0 pumol

min

wywnioskowaé, ze Vimax wynosi 100.0 (bo to odwrotno$¢ wyrazu wolnego), a Kmp6:

0 =0.015x + 0.010
x ~ —0.667

Kmp= —— ~ 1.5 mM

= | =

Takie same kroki wykonujemy dla czterech pozostatych stezen inhibitoraé? i

poréwnujemy ze sobg otrzymane state Michaelisa-Menten i szybkosci maksymalne. Ja wyliczytem

66 ,mp” w indeksie dolnym stalej oznacza, ze liczymy tak naprawde pozorna stalg Michaelisa-Menten,
poniewaz reakcja zaszta w obecnoéci inhibitora.

67 Dane, tak jak wcze$niej, pochodzg z arkusza biochemicznego 50. Olimpiady Biologicznej.
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juz te funkcje sposobem przedstawionym wyzej i naniostem je wszystkie na jeden uktad

wspdirzednych:

— — —— — 118,
-0.38 -0.36 -0.34 -0.32 -0.3 -0.28 —0.26 -0.24 -0.22 -02 -0.18 -0.16 -0.14 -0.12 -0.1 -0.08 —0.06 -0.04 -0.02 1] 0.02 0.04 0.06

Te same wnioski, ktére wyniknety z obliczeri wyzej, mozna wyciggnaé z wykreslenia 5 funkcji w programie GeoGebra
(badz rysujgc je na kartce). Widaé, ze wykresy przecinajq o§ OY w tym samym punkcie, a OX w réznych.

dla stezenia inhibitora = 0 mM Hx)=0.015x + 0.010
dla stezenia inhibitora = 0.1 mM S(x) =0.016x + 0.010
dla stezenia inhibitora = 0.5 mM Jfa(x) = 0.023x + 0.010
dla stezenia inhibitora = 1 mM f5(x) = 0.030x + 0.010

Chyba co§ udato si¢ nam osiagngé! Wyraz wolny (a wigc odwrotnos¢ predkosci
maksymalnej) kazdej funkcji jest réwny tyle samo - pomys$l, co to moze znaczy¢.

Ta sama predkoé¢ maksymalna reakcji przy réznych stezeniach inhibitora znaczy, ze
mamy do czynienia z inhibicja kompetycyjna. Przy inhibicji kompetycyjnej inhibitor, blokujac
centrum aktywne enzymu, zmniejsza jego powinowactwo do substratu, zwigkszajac tym samym
stala Michaelisa-Menten. Zapewne trudniej zrozumie¢ czemu nie zmienia si¢ Vimax. Aby si¢ o tym
przekonaé, nalezy traktowal predko$¢ maksymalng jako zdolno$§¢ centrum aktywnego do
przeksztatcania substratu w produkt. Zauwaz, ze wigzanie si¢ inhibitora kompetycyjnego z
centrum aktywnym nie zmienia tej zdolno$ci, a jedynie zmniejsza prawdopodobienstwa do
zwigzania substratu przez enzym. Jednakze to prawdopobienistwo mozna bardzo tatwo zwigkszy¢,
po prostu dodajac do roztworu wigkszg iloé¢ substratu. Spodziewasz si¢ pewnie teraz, ze przy

inhibicji niekompetycyjnej Vmax bedzie rézna dla réznych stezen inhibitora. Jesli chodzi o rézng
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warto$¢ Vmax - mySle, ze fakt ten wynika z przedstawionego przeze mnie toku myslenia. Jesli
predko$¢ maksymalna wigzemy ze zdolnoécia centrum aktywnego do przeprowadzania substratu
w produkt, to oczywiscie zwigzanie sie inhibitora niekompetycyjnego w miejscu allosterycznym
enzymu te zdolno$¢ obnizy. Substratu mozna dodawaé w niekoriczono$¢ - nigdy nie spowoduje to
jednak, ze osiggniemy wyzszgq predko$¢ maksymalna, bo centrum aktywne ma zmieniong
konformacje. Jesli za$ chodzi o rézng stata Michealisa dla inhibicji kompetycyjnej - cho¢ predkosé
maksymalna dla réznych stezen inhibitora jest taka sama, to stgzenie substratu, przy ktérym jest
osiggana potowa tej predko$cié® jest tym wieksze, im wieksze stezenie dodanego inhibitora. Idac
tym tokiem my$lenia, ta sama stala Michealisa dla inhibicji niekompetycyjnej przy réznych
predkosciach maksymalnych wynika z tego, ze cho¢ predko$¢ maksymalna jest rézna ze wzgledu
na blokowanie zdolnoéci enzymatycznych centrum aktywnego, to stala Michaelisa jest stata, bo
enzym zwiaze w kazdym przypadku tyle samo substratu. Po prostu przy wiekszym stezeniu
inhibitora coraz mniej tego substratu bedzie przeksztalcane w produkt, a to wiaze sie juz z

r6znymi predko$ciami maksymalnymi.

1 1
Ny, Ny, A Cprod.

3

o
sV
s
v
A

Wykresy
Lineweavera-Burka
I - dla inhibicji niekompetycyjnej
II - dla inhibicji kompetycyjnej
oraz krzywa progresji dla reakgji
NR - normalnej, IK - z inhibitorem kompetycyjnym, INK - niekompetycyjnym

Sprawa, ktéra wedlug mnie pozostaje niewyjasniona dotyczy tego, czym tak naprawde
jest szybko$¢ poczatkowa (Vo), ktérej odwrotnos$¢ oznaczana jest na osi rzednych wykresu
Lineweavera-Burka. Spdjrz na ten wykres:

68 Przypomne, ze taka jest definicja stalej Michealisa-Menten.
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~ x GZOS

Wzrost stgzenia produktu reakcji enzymatycznej w
zaleznosci od czasu

Jak widzisz, szybko$¢ poczatkowa definiowana jest jako tangens kata nachylenia prostej
stycznej do poczatkowego, prostoliniowego fragmentu krzywej progresji reakcji

enzymatycznej - wykresu przedstawiajacego zmiane stezenia produktu tej reakcji w czasie.

Rozdzial 4.2.1. dotyczyt jednak spektrofotometrii, dlatego mysle, ze warto do niej
wroéci¢. Uczestnicy 48. Olimpiady Biologicznej dostali dane, na podstawie ktérych musieli
przewidzie¢ rodzaj inhibicji enzymatycznej. Jedna tabela przedstawiala zmiane absorbancji w

czasie dla réznych stezen poczatkowych bez obecnosci inhibitora:

Czas reakgji [min]

So [mMM] 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
0.5 0.878 0.851 0.823 0.796 0.769 0.742 0.714
5 0.900 0.794 0.689 0.583 0.478 0.372 0.267
10 0.890 0.755 0.620 0.484 0.349 0.214 0.079

Na jej podstawie, uczestnik musiatl poda¢ zmiane absorbancji na minute oraz szybko$é
poczatkows dla kazdej préoby. Choé ta pierwsza informacja jest bardzo tatwa do odczytania, bo
wystarczy odjaé warto$¢ absorbancji po 3 minutach od tej w momencie ,zerowym” i podzieli¢
przez trzy, tak wyliczenie szybkosci poczatkowej do tatwych nie nalezy. Zauwazmy, ze nie mamy
krzywej progresji reakcji, ale mamy inna, prostoliniowa (!) zalezno$¢ - zmiang absorbancji w

czasie. Przy pomocy prawa Lamberta-Beera mozemy bardzo prosto obliczy¢ Vo, ktéra wyrazamy
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