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Wykaz skrotow i symboli

SDS — ang. sodium dodecyl sulfate, dodecylosiarczan sodu

SLS —ang. sodium lauryl sulfate, laurylosiarczan sodu

FUV — ang. Far UltraViolet, daleki ultrafiolet

NUV — ang. Near UltraViolet, bliski ultrafiolet

CD — ang. circular dichroism, dichroizm kotowy

UV - ang. UltraViolet, ultrafiolet

CMC — ang. critical micelle concentration, stezenie krytyczne micelizacji
Tyr — ang. tyrosine, tyrozyna

Phe — ang. phenylalanine, fenyloalanina

Trp — ang. tryptophan, tryptofan

Da — Dalton, jednostka masy

PDB — ang. Protein Data Bank, bank danych biatek

BSA — ang. bovine serum albumin, albumina surowicy bydlece;j

4F5S — kod z bazy PDB struktury albuminy surowicy bydlecej

HEWL — ang. hen egg white lysozyme, lizozymu biatka jaja kurzego
132L - kod z bazy PDB struktury lizozym biatka jaja kurzego

LALBA —ang. lacto — albumin alpha, a-laktoalbumina z mleka krowiego
1F6S —kod z bazy PDB struktury a-laktoalbuminy z mleka krowiego
CHA — ang. a-chymotrypsin, a—chymotrypsyna z trzustki bydlece;j
4CHA —kod z bazy PDB struktury a-chymotrypsyny z trzustki bydlecej
CHG - ang. a-chymotrypsinogen, a—chymotrypsynogen z trzustki bydlgce;j
1CHG —kod z bazy PDB struktury o—chymotrypsynogen z trzustki bydlece;j
E — energia kwantu fali elektromagnetycznej

J —jul, jednostka energii

h — stata Plancka

v — czgstotliwos$¢ fali elektromagnetyczne

Hz — herc, jednostka czestotliwos$ci

¢ — predkos¢ swiatta w prozni



A — dlugos¢ fali elektromagnetyczne;j

nm — nanometr, jednostka dtugosci

A — absorpcja

F — fluorescencja

t —czas

[j. u.] — jednostki umowne

1 — eliptycznosé

[y] — eliptycznos¢ molowa

IC — ang. internal conversion, konwersja wewn¢trzna

So — stan podstawowy czasteczki

S1, S2 Sz —stany wzbudzone czasteczki

FRET — ang. Forster resonance energy transfer, rezonansowe przeniesienie energii Forstera
NaCl — chlorek sodu

Awzb — dtugo$¢ fali wzbudzenia

PEM — ang. photoelastic podulator, modulator fotoelastyczny

LAAPD - ang. large area avalanche photodiode detector, detektor fotodiodowy lawinowy o
duzej powierzchni

n — liczba pi

| —sita jonowa

uM — mikromole

cm — centymetry

LSF — ang. least aquares fitting, metoda najmniejszych kwadratéw

REES — ang. red edge excitation Shift, przesuni¢cie wzbudzenia na czerwonym krancu widma

RMSD - ang. root mean square deviation, srednie odchylenie kwadratowe



Wykaz wykorzystanych programow komputerowych oraz zasobow

internetowych

1. BESTSEL - narzedzie stuzace do analizy struktury drugorzedowej biatek na podstawie
widm dichroizmu kotowego

2. CDPRO - narzgdzie stuzace do analizy struktury drugorzedowej biatek na podstawie
widm dichroizmu kotowego

3. DYNAFIT — program stuzacy do analizy krzywych kinetycznych otrzymanych z
eksperymentéw wykonanych metodg zatrzymanego przeptywu

4. ORIGIN — program do analizy danych i tworzenia wykresow naukowych

5. MICROSOFT EXCEL — arkusz kalkulacyjny nalezacy do pakietu Microsoft Office

6. XMGRACE - narzedzie do wizualizacji danych eksperymentalnych

7. RCSB PDB — baza danych zawierajaca trojwymiarowe struktury biologicznych

makromolekut
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Streszczenie

Zachodzace pod wptywem czynnikéw srodowiskowych zmiany konformacyjne w
biatkach, sa waznym zjawiskiem, ktore pozwala na poznanie i zrozumienie wielu
podstawowych procesow molekularnych, zachodzacych w organizmach zywych. Jednym z
takich czynnikow sg réznego rodzaju zwigzki chemiczne czy makromolekuty, ktore dodane do
roztworu zawierajgcego biatko, wptywajg na jego strukturg, zaréwno -, I1l-jak i IV-rzedowa.
Do takich zwigzkow nalezy dodecylosiarczan sodu (SDS, ang. sodium dodecyl sulfate) —

anionowy surfaktant, ktory wywotuje w biatkach zmiany konformacyjne.

Dodecylosiarczan sodu, wptywa zarowno na strukture 11— jak i I1l-rzedowa wszystkich
5 badanych w ramach tej rozprawy doktorskiej bialek: a—chymotrypsyny, o—
chymotrypsynogenu, albuminy, lizozymu oraz o—laktoalouminy. Nie ma natomiast jednej,
uniwersalnej §ciezki tych zmian. Wida¢, ze SDS wptywa na zmiany konformacyjne w biatkach
juz w stezeniach milimolowych, ponadto zmiany te s3 widoczne zaréwno ponizej jak i powyzej
krytycznego stezenia micelizacji (CMC, ang. critical micelle concentration). W zaleznos$ci od
wartosci stezenia, $ciezki tych zmian sg rézne, co pozwala stwierdzi¢, ze badane biatka wiaza
1 pojedyncze czasteczki surfaktantu i micele, a to z kolei moze oznacza¢, ze istotng role w
zmianach konformacyjnych bialek odgrywaja ich interakcje nie tylko z micelami, ale réwniez

z pojedynczymi czasteczkami SDS.

Struktura, ktéra przyjmuje biatko po zakonczeniu wigzania z SDS moze, ale nie musi
by¢ jego stabilng strukturg koncowa. Zmiany wywotywane przez SDS w strukturze I1-i Il1-
rzedowej moga zachodzi¢ z r6zng szybkos$cig, a rejestracja parametrow fizycznych, takich jak
fluorescencja czy dichroizm kotowy pokazuje rdzne aspekty tych zmian, ktore sg zwigzane z

réznymi cechami struktury bialka.

Duze znaczenie w badaniach uktadu biatko—SDS, ma procedura przygotowywania
probek do badan, a doktadnie fakt, czy przed osiggnieciem koncowego stezenia SDS,
wyj$ciowy roztwor biatka, zawieral juz pewng ilo$¢ surfaktantu czy tez nie. Co ciekawe, w
przypadku zmian w strukturze 11— i lll-rzedowej lizozymu oraz albuminy, zmiany te nie zaleza
od procedury prowadzgacej do osiggniecia koncowego stezenia SDS w roztworze, natomiast
zupelnie inaczej jest w przypadku w przypadku a—chymotrypsyny oraz a—laktoalbuminy. Dla
a—chymotrypsyny, procedura ma wplyw zardwno na zmiany zachodzace w strukturze 11—i I11—

rzgdowej, a dla o—laktoalbuminy ma wptyw tylko na zmiany w strukturze Il1-rzgdowe;.
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Kolejnym niezwykle waznym czynnikiem wplywajagcym na zmiany strukturalne w
biatkach pod wplywem dodecylosiarczanu sodu jest sita jonowa roztworu. Wida¢ to zar6wno
w pomiarach stacjonarnych jak i kinetycznych z rejestracja zarowno sygnatu dichroizmu
kotowego jak i fluorescencji. Nie ma jednak jednej uniwersalnej $ciezki zachodzgcych zmian.
Sita jonowa wptywa ponadto na szybkos$¢ procesu zmian konformacyjnych zachodzacych w

biomolekutach oraz na jego etapowos¢.

Nastepnym niezwykle cickawym zjawiskiem, ktore zostato zarejestrowane w trakcie
badan uktadu a—chymotrypsyna—SDS, jest fakt, ze wklad fluorescencji emitowanej przez
poszczego6lne tryptofany w biatku do catkowitej zarejestrowanej fluorescencji biatka, zalezy od
dhugosci fali wzbudzenia — nie dlatego, ze sama fluorescencja tryptofanéw zalezy od energii
wzbudzenia, lecz dlatego, Ze $ciezki bezpromienistej utraty energii przez tryptofany, zachodzg

z r16znym prawdopodobienstwem.

Podsumowujac, zmiany strukturalne zachodzace w biatkach pod wplywem
dodecylosiarczanu sodu, sg zjawiskiem niezwykle ciekawym 1 dajagcym czesto
nieprzewidywalne wyniki. Ilo$¢ czynnikdbw mogacych wptywa¢ na zachodzace zmiany,
zarowno w strukturze Il jak i lll-rzgdowe;j jest bardzo duza a ich skutek w znacznej mierze

zalezy od badanego biatka.
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Abstract

The conformational changes occurring in proteins under the influence of various
environmental factors are an important phenomenon, allowing for the exploration and
understanding of many fundamental molecular processes taking place in living organisms. One
such factor is the presence of various chemical compounds or macromolecules, which, when
added to a solution containing a protein, affect its structure — including its secondary, tertiary,
and even quaternary structure. An example of such a compound is the anionic surfactant sodium

dodecyl sulfate (SDS), which induces conformational changes in proteins.

Sodium dodecyl sulfate influences both the secondary and tertiary structures of all five
tested proteins: a-chymotrypsin, a-chymotrypsinogen, albumin, lysozyme, and a-lactalbumin.
However, there is no single, universal pathway for these changes. It is evident that SDS affects
protein conformational changes at millimolar concentrations, and these changes are visible both
below and above the critical micelle concentration (CMC). Nevertheless, depending on the
concentration value, the pathways of these changes differ, indicating that the proteins tested
interact with both individual surfactant molecules and micelles. This, in turn, suggests that
interactions with both micelles and monomeric SDS molecules play a significant role in protein

conformational transitions.

The structure a protein adopts after binding to SDS may, but does not necessarily,
represent its final stable conformation. The changes induced by SDS in the secondary and
tertiary structures can proceed at different rates, and the measurement of various physical
parameters — such as fluorescence or circular dichroism — reveals different aspects of these
transitions, each linked to specific structural characteristics of the protein.

An important factor in studies of the protein—-SDS system is the sample preparation
procedure — specifically, whether the initial protein solution contained a certain amount of
surfactant before reaching the final SDS concentration. It turns out that in the case of structural
changes in the secondary and tertiary structures of lysozyme and albumin, these changes are
independent of the procedure used to achieve the final SDS concentration in the solution.
However, this is not the case for a-chymotrypsin and a-lactaloumin. For a-chymotrypsin, the
procedure affects both secondary and tertiary structure changes, while for a-lactaloumin, it

influences only the tertiary structure alterations.

Another crucial factor influencing structural changes in proteins exposed to SDS is the

ionic strength of the solution. This is evident in both steady-state and kinetic measurements
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involving circular dichroism and fluorescence. However, there is no single, universal pathway
for these changes. Additionally, ionic strength affects the rate of this process as well as its

sequential progression.

A particularly interesting phenomenon observed during studies of the a-chymotrypsin—
SDS system is the fact that the contribution of fluorescence emitted by individual tryptophan
residues to the total recorded protein fluorescence depends on the excitation wavelength. This
is not because the fluorescence of tryptophans themselves depends on this excitation energy,
but rather because the non-radiative energy dissipation pathways of the tryptophans occur with

different probabilities.

In summary, the structural changes occurring in proteins under the influence of sodium
dodecyl sulfate are an exceptionally interesting phenomenon, often yielding unpredictable
results. The number of factors that can influence conformational changes in both secondary and
tertiary structures is undoubtedly large and, to a great extent, depends on the specific protein

being studied.
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1. Wstep

Poznanie i zrozumienie mechanizmow zmian strukturalnych zachodzgcych w biatkach,
pod wpltywem roznych czynnikow zewnetrznych jest niezwykle istotnym elementem
zrozumienia podstaw procesOw molekularnych zachodzacych w organizmach zywych. Biatka
sg podstawowym sktadnikiem komorek. Peilnia w nich szereg roéznych funkcji, m. in.
uczestniczg w przemianach metabolicznych, odpowiedzi immunologicznej, w syntezie
hormondéw a takze sg katalizatorami wielu reakcji chemicznych. Przedmiotem badan, ktére
stanowig podstaw¢ niniejszej rozprawy doktorskiej sa zmiany strukturalne zachodzace w kilku
wybranych bialkach pod wplywem anionowego surfaktantu, dodecylosiarczanu sodu. Ten
organiczny zwigzek chemiczny powoduje zmiany strukturalne w biatkach, zarowno w
strukturze 11— jak i I1l-rzgdowej, juz w stgzeniach mili a nawet mikromolowych. W zwigzku z
tym, mozliwe jest $ledzenie takich zmian poprzez pomiary stacjonarne widm wybranych
wielko$ci fizycznych, takich jak absorpcja, fluorescencja czy dichroizm kolowy w roéznych
zakresach promieniowania elektromagnetycznego, co dostarcza informacji na temat
ilosciowych 1 jako$ciowych zmian strukturalnych w biatkach. Zmianom tym towarzysza
zmiany mierzonych wielkos$ci fizycznych. W widmach absorpcji i fluorescencji — obserwuje
si¢ wzrost lub spadek sygnalu czy przesunigcie maksimum w kierunku krétszych badz
dtuzszych fal, natomiast widma dichroizmu kotowego zmieniaja swoj ksztatt. Ponadto,
przemiany konformacyjne pod wptywem SDS charakteryzuja si¢ r6znymi skalami czasowymi,
w zaleznoS$ci od wybranego biatka. Wprowadzenie SDS do srodowiska, w ktorym znajduje si¢
biomolekuta, prowadzi do zaburzenia rdéwnowagi termodynamicznej uktadu, co w
konsekwencji powoduje konieczno$¢ zajScia w czasteczkach biatka pewnych zmian
strukturalnych, ktore pozwolg na osiggnigcie nowego stanu rownowagi. Poprzez pomiary
wybrane] wielkosci fizycznej w czasie, mozliwe jest badanie kinetyki (przede wszystkim
wyznaczenie statych szybkosci reakcji) zachodzacych w makromolekutach biologicznych
zmian konformacyjnych. Wykorzystanie surfaktantow do obserwacji zmian strukturalnych w
biatkach jest popularnym podej$ciem, natomiast jednym z wyzwan sg skale czasowe tych
przemian, ktére w przypadku wielu biatek sa bardzo szybkie (rzedu milisekund!™), co powoduje
duze trudnosci w ich rejestracji w funkcji czasu. Przede wszystkim, gdy czas zachodzenia
zmian strukturalnych jest krotki, wigkszos$¢ lub cala przemiana strukturalna moze zaj$¢ w czasie
martwym uktadu pomiarowego, ponadto czesto rejestrowane krzywe postepu reakcji, mimo
wielokrotnego powtdrzenia pomiaru (nawet 300 razy), s3 zaszumione, co utrudnia ich ilosciowg

analize.
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Badania oddzialywan biatek z surfaktantami, w tym z dodecylosiarczanem sodu, maja
juz ponad 100 letnig historigl!], ale w dalszym ciagu sa bardzo interesujacym i wciaz nie do
konca zbadanym zagadnieniem, dlatego tez, w wielu laboratoriach na §wiecie prowadzone sg

intensywnie prace w tej dziedzinie.

Zainteresowanie powyzszym zagadnieniem, narodzito si¢ po lekturze publikacji K.
Takedy i Y. Moriyamy z 2015[?, w ktorej autorzy przedstawili podsumowanie wczesniejszych
badan kinetycznych Takedy, gtéwnie z wykorzystaniem metod spektroskopii zatrzymanego
przeplywu, majacych na celu poréwnanie szybkosci zmian struktury drugo- i trzeciorzedowe;j
biatek zachodzacych po zmieszaniu roztworow biatek z roztworami SDS. Niestety, nie udato
si¢ im wykazac roéznicy w szybko$ci przemian kinetycznych zachodzacych w strukturze 11— i
I1l-rzedowej bialek. Dysponujac odpowiednig aparaturg — spektrometrem dichroizmu
kotowego Chirascan Plus z przystawka zatrzymanego przeptywu, firmy Applied Photophysics
Ltd., ktory jest bardziej doktadny niz aparatura wykorzystywana przez Takede, zostata podjgta
decyzja o przeprowadzeniu kinetycznych pomiarow  oddzialywania bialek z
dodecylosiarczanem sodu. W niniejszej rozprawie doktorskiej, zostaly opisane
przeprowadzone badania uktadéw biatko-SDS oraz proba zrozumienia zachodzacych w
wybranych biatkach (o—chymotrypsynie, a—chymotrypsynogenie, albuminie, lizozymie oraz o—
laktoalbuminie) zmian strukturalnych pod wptywem dodecylosiarczanu sodu, z wyraznym

podzialem na zmiany struktury Il— i lll-rzedowe;j.

1.1. Surfaktanty

Surfaktanty, stanowia duzg grupe zwigzkéw chemicznych, dobrze zbadang miedzy
innymi pod katem ich specyficznych wlasciwosci chemicznych czy fizycznych, a takze
posiadajace szeroki, réwniez doglebnie poznany zakres zastosowan. Nazwa surfaktant,
pochodzi od angielskiego terminu surface active agent, co w ttumaczeniu na jezyk polski brzmi
— Srodek powierzchniowo czynny. Z definicji, Srodki powierzchniowo czynne, to zwigzki
zdolne do obnizania napi¢cia powierzchniowego na granicy dwoéch faz, ktore posiadajg
zdolnos$¢ adsorbowania si¢ na powierzchni uktadu i tym samym zmieniania w pewnym stopniu
jego energii swobodnej®4. Nalezy tutaj jednak zaznaczyé, ze nie kazdy $rodek
powierzchniowo czynny jest jednoczesnie sufraktantem, w jezyku polskim te dwa pojecia nie
sa tozsame — charakterystyczng cechg surfaktantow, odrozniajaca je od substancji

powierzchniowo czynnych, jest zdolno$¢ tworzenia przez nie miceli. Surfaktanty, mozna
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rowniez znalez¢ w literaturze pod hastem ,,detergenty”, jednak ten termin odnosi si¢ konkretnie

do surfaktantow, ktore sa stosowane w produktach czyszczacych.

Kazda czgsteczka surfaktantu, sktada si¢ z dwoch specyficznych elementdéw, pierwszy
z nich, stanowi hydrofilowa/liofilowa, polarna ,,glowa”, ktora wykazuje duze powinowactwo
do wody i1 rozpuszczalnikéw polarnych, drugi element stanowi hydrofobowy/liofobowy,
niepolarny ,,ogon”, odpychajacy wode, nazywany réwniez tancuchem alkilowym. Czasteczki
posiadajagce w swojej budowie obie czesci: hydrofobowa oraz hydrofilowa, nazywane sg
czasteczkami amfifilowymi (amfipatycznymi). ,,Ogon” najczesciej stanowi lancuch
weglowodorowy, o dlugosci od 8 do 22 atoméw wegla, posiadajacy wigzania podwojne
(nienasycony) lub bez wigzan podwojnych (nasycony). W przypadku ,,glowy”, moze ona
stanowi¢ jedng z czterech grup (Rysunek 1): anionowa — posiadajaca tadunek ujemny,
kationowa — posiadajaca tadunek dodatni, niejonowa — nieposiadajaca zadnego tadunku lub

amfoteryczng — ktorej tadunek zalezy od pHE!,

Hydvrophilic portion Hydvropiobic portion

Nonlonic /\/\/\/\/\
Anionic -— /\/\/\/\/\

Cationic + /\/\/\/\/\
N
Amphoteric | = =+ /\/\/\/\/\

Rysunek 1. Klasyfikacja surfaktanéw, ze wzgledu na rodzaj czesci hydrofilowe;jl.

W zalezno$ci od wybranego kryterium, surfaktanty mozna podzieli¢ na wiele grup,
jedna z nich stanowi podzial, ze wzglgdu na rodzaj posiadanej grupy hydrofilowej. W zwigzku
z tym, mozna zdefiniowa¢ surfaktanty jonowe: anionowe, kationowe, amfoteryczne oraz
niejonowe. Surfaktant wykorzystywany w tej pracy — dodecylosiarczan sodu nalezy do grupy
surfaktanéw anionowych. Jest to najstarsza grupa surfaktantow wykorzystywanych w szeroko
rozumianym przemysle. Zwigzki nalezace do tej grupy wykazuja wysokie wilasciwosci
pianotworcze oraz czyszczace, dlatego tez bardzo czesto mozna je znalez¢ w detergentach

domowych 1 przemystowych, szamponach oraz Zelach pod prysznic. Czasteczka takiego

16



surfaktantu, jest zbudowana z cze$ci hydrofilowej natadowanej ujemnie, ktora jest
bezposrednio przytaczona do czgsci hydrofobowej, ktorg najczeSciej stanowi tancuch,
posiadajacy $rednio od 12 do 16 atomoéw wegla, o charakterze kwasowym, dzigki czemu taki
surfaktant jest lepiej rozpuszczalny w rozpuszczalnikach polarnych. Liniowe tancuchy
weglowodorowe sg preferowane bardziej, gdyz sg bardziej skuteczne w czyszczeniu i fatwiej
ulegaja biodegradacji niz tancuchy rozgatezione!*®. Dodatkowo, czasteczka takiego
surfaktantu zawiera kation (najcz¢éciej sodu), zwany przeciwjonem, ktoéry powoduje
neutralizacj¢ tadunku ujemnego, zapewniajac tym samym wigkszg stabilizacje 1
rozpuszczalnos¢. Jest on pomocny w obnizaniu napigcia powierzchniowego czy usuwaniu
zabrudzen. Najczesciej stosowane grupy hydrofilowe w surfaktantach anionowych to

karboksylany, siarczany, sulfoniany i fosforanyf®l.

Wspomniang wczesniej charakterystyczng cechg odrdzniajaca srodki powierzchniowo
czynne od surfaktantow jest zdolno$¢ tworzenia przez czasteczki surfaktantow
charakterystycznych agregatow, zwanych micelamil”. Czgéci hydrofobowe czasteczek
surfaktantu gromadzg si¢ w wnetrzu agregatu natomiast hydrofilowe skierowane na zewnatrz,
pozostajac w bezposrednim kontakcie z rozpuszczalnikiem®. Wymieniowy wyzej kation sodu,
jako sktadnik natadowany dodatnio, pomaga w stabilizacji miceli, wptywajac na rbwnowage
elektrostatyczng w roztworze. Tworzenie miceli zachodzi w momencie, gdy stezenie
surfaktantu przekracza pewna warto$¢ progowa, zwang krytycznym stezeniem micelizacji (ang.
critical micelle concentration, CMC)®l. Wzrost stezenia surfaktantu, powoduje zwigkszenie
pokrycia powierzchni miedzy fazami, a po nasyceniu warstwy granicznej rozpoczyna si¢
tworzenie miceli w rozpuszczalniku. Co ciekawe, w momencie tworzenia si¢ miceli w
roztworze, ustaje zdolno$¢ surfaktantu do obnizania napigcia powierzchniowego na
powierzchni. Wynika to z faktu, Ze istnieje granica obniZenia napigcia powierzchniowego
rozpuszczalnika, okre§lana przez gesto$¢ powierzchniowg czasteczek surfaktantu, ktora
decyduje o maksymalnym stopniu redukcji napiecia powierzchniowego wody!®l. Rysunek 2

przedstawia schemat tworzenia si¢ miceli w roztworze w zaleznosci od stezenia surfaktantul®l,
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(a) (b) (<)

Rysunek 2. Schemat tworzenia si¢ miceli w roztworze w zaleznosci od stezenia surfaktantu: a) <CMC, b) onset
CMC, c) >CMC, "onset CMC" (ang. onset of critical micelle concentration) to moment, w ktorym czasteczki
surfaktantu zaczynaja laczy¢ sie w struktury micelarne, zanim zostanie osiggnigte CMCE,

Co istotne, powyzej CMC, dodawanie kolejnych czasteczek surfaktantu, zasila pulg
miceli, a nie pule pojedynczych czasteczek, w zwiazku z tym, ilo$¢é monomerdéw nie roéniel*l.
Micele zwykle przedstawiane s schematycznie, jako symetryczne kule, natomiast nalezy
pamietac, ze w rzeczywistosci sg one dynamicznymi grudkami, nieregularnie potaczonych
czasteczek surfaktantul™. Wartos¢ CMC, jest wielkoécig charakterystyczng dla danego
surfaktanta, a jej wartos¢ zalezy od wielu czynnikow, takich jak temperatura czy ci$nienie.
Ponadto, CMC maleje wraz ze wzrostem dlugosci hydrofobowego tancucha
weglowodorowego. W przypadku surfaktantow jonowych, CMC zalezy rowniez od rodzaju i
stezenia przeciwjonoOw w roztworze. Dodanie elektrolitow do roztworu, réwniez obniza
warto$é CMC, a efekt ten wzrasta wraz ze zmniejszajaca si¢ gestoscia tadunku przeciwjonul*®l,
CMC (szczegoblnie dla surfaktantow jonowych) jest bardzo wrazliwe na sit¢ jonowa, poniewaz

wzrost sily jonowej zmniejsza odpychanie elektrostatyczne miedzy grupami hydrofilowymi,

dlatego CMC nalezy okresla¢ dla konkretnych warunkéw eksperymentalnychl™,

1.1.1. Dodecylosiarczan sodu

Dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate, SDS), spotykany rowniez pod
nazwg laurylosiarczan sodu (ang. sodium lauryl sulfate, SLS) to organiczny zwigzek
chemiczny, s6l sodowa kwasu dodecylosiarkowego, srodek powierzchniowo czynny, flagowy
przedstawiciel surfaktantoéw anionowych, ktory znajduje szereg zastosowan w badaniach
naukowych w dziedzinie biofizyki i biologii molekularnej. Wzor chemiczny SDS to
Ci,H,5S0,Na, gdzie C;,H,5 to grupa dodecylowa (12-weglowy tancuch alkilowy), ktory

stanowi hydrofobowy ,,ogon” czasteczki, SO, to grupa siarczanowa, ktdra stanowi hydrofilowa
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nglowe” oraz Na*, czyli jon sodu, przeciwjon, ktéry neutralizuje fadunek na grupie

siarczanowej (Rysunek 3),

O O
\\S// o Na
H3C/\/\/\/\/\/\O/ 6

Rysunek 3. Wzor strukturalny czasteczki SDSM,

Krytyczne stezenie micelizacji dla SDS w wodzie, w temperaturze 25°C, wynosi 8,2
mM (przy czym srednia liczba czasteczek w miceli w tych warunkach to 621, ale w buforze
PBS CMC spada do okoto 0,8—1 mMI, co potwierdza fakt silnej zaleznosci CMC od
warunkow Srodowiska, w jakich znajduje si¢ surfaktant. Jak wyzej wspomniano, (Rysunek 4)
powyzej CMC dodawanie kolejnych czasteczek surfaktantu, zasila pule miceli, a nie pulg
pojedynczych czasteczek. Co wiecej, proces tworzenia miceli, zachodzi stopniowo, a nie w
ostrej granicy. Zjawisko to mozna bada¢ przy pomocy kalorymetrii izotermicznej czy z
uzyciem réznych technik, umozliwiajacych pomiary takich wielkosci fizycznych jak napiecie
powierzchniowe, przewodno$¢, cisnienie osmotyczne czy zdolno$¢ zwigkszania

rozpuszczalnoscill,

10~

[SDS]toml mM

Rysunek 4. Zmiana stezenia frakcji monomeréw i frakcji miceli, w zaleznoéci od catkowitego stezenia SDS[2],

SDS jest uzywany w detergentach do prania i1 innych §rodkach czystosci, jest rowniez

wykorzystywany w produkcji kosmetykow. Stwierdzono, ze SDS dziata draznigco na skore 1
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moze powodowaé przewlekte problemy skorne. Badania wykazaty, ze SDS wchodzi i
utrzymuje si¢ sercu, watrobie, plucach i mézgu w wyniku kontaktu ze skoéra. Stanowi to
powazne zagrozenie zdrowotne w przypadku stosowania go w szamponach, §rodkach czystosci
czy pastach do zebow. Ponadto, w procesie produkcji SDS mogg powstawac rakotworcze
azotany!**. Powoduje on réwniez podraznienia uktadu oddechowego, oczu i twarzy, zwlaszcza,
gdy wystepuje w postaci proszku,. Aby temu zapobiec, dostepna jest forma "pellet" SDS, ktora
praktycznie eliminuje wdychanie pylu SDS.

1.2. Bialka

Biatka, sg to zwigzki wielkoczasteczkowe, o masie od 10 000 Da do kilku milionéw Da,
jedne z najbardziej réznorodnych ze wzgledu na strukture czy petnione funkcje, stanowigce
podstawowy sktadnik komoérek organizmow zywych. Sa to liniowe polimery (biopolimery),

zbudowane z pojedynczych lub kilku nierozgatezionych tancuchow polipeptydowych!*3l,

Biatka majg charakterystyczng budowe, mozna w niej wyrdzni¢ cztery poziomy
organizacji, nazywane strukturami biatka, kazda z nich jest stabilizowana przez inne wigzania

chemiczne?,

Pierwszy poziom organizacji stanowi I|-rzedowa struktura biatka (ang. primary
structure), tak zwana struktura pierwotna, stanowigca liniowa sekwencj¢ aminokwasow,
polaczonych ze sobg wigzaniem peptydowym[. Istnieje 20 rodzajéw aminokwasow
biatkowych, budujacych wszystkie biatka. Kazdy aminokwas, zbudowany jest w
charakterystyczny sposob, posiada on centralny atom wegla, z ktérym kowalencyjnie zwigzana
sg: grupa aminowa —NHa, grupa karboksylowa —-COOH, atom wodoru i fancuch boczny, inny

dla kazdego z 20 aminokwasow,

W zaleznosci od wybranego kryterium, aminokwasy mozna podzieli¢ na kilka grup,
zdefiniowanych przez charakter tancucha bocznego. Z punktu widzenia prowadzonych r
ramach rozprawy badan, najistotniejszy jest podzial na aminokwasy alifatyczne i aromatyczne.
Aromatyczne, czyli takie, ktore posiadajg w tancuchu bocznym pier§cien aromatyczny
benzenu. Do tej grupy nalezg trzy sposrod wszystkich 20 aminokwaséw biatkowych: tryptofan
(ang. tryptophan, TRP), tyrozyna (ang. tyrosine, TYR) i fenyloalanina (ang. phenylalanine,
PHE) (Rysunek 5). Pozostate aminokwasy, nalezg do grupy alifatycznych. Posiadanie przez

aminokwasy pierScienia aromatycznego sprawia, ze odgrywaja one kluczowa role w
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oddziatywaniu promieniowania elektromagnetycznego z zakresu ultrafioletu 1 $wiatla

widzialnego z biatkami. Temat ten, bedzie szerzej opisany w podrozdziale — 1.3.

OH
NH
CH CH
CH, 2 o 2 o
0 | |
| V4 H,N c—c// H,N c—c/
H,N——C—cC | Ne ‘ | LY
’ RS OH OH
B OH H H
Phenylalanine (Phe) F Tryptophan (Trp) W

Tyrosine (Tyr) Y

Rysunek 5. Wzory strukturalne aminokwasow aromatycznycht4l,

Lancuchy polipeptydowe sa tworzone, poprzez taczenie si¢ aminokwaséw biatkowych
wspomnianym wczesniej wigzaniem peptydowym (ang. peptide bond) pomigdzy grupa
aminowa pierwszego aminokwasu a grupa karboksylowa drugiego aminokwasu. Tworzenie
wigzania peptydowego jest reakcja dehydratacji (Rysunek 6)1'4 — z grupy aminowej odlacza
si¢ atom wodoru, a z grupy karboksylowej atom tlenu tworzac czasteczka wody. W tak
utworzonym tancuchu biatkowym wyréznia si¢ N—koniec, ktory stanowi poczatek tancuch
polipeptydowego 1 posiada wolng grupe aminowg oraz C—koniec, ktory stanowi koniec

taficucha 1 posiada wolng grupe¢ karboksylowa.

$
=
H,C CH H,C CH
Nk L, Nk
CH o) | 2 (o) CH (@] CHZ 0
.z 7 | i .
H,N—C—=C N—C—C — H,N—C—C—NH—C—C
| D | h
OH | OH
H H H H
+
Valine Phenylalanine

H,O Peptide bond

Rysunek 6. Schemat tworzenia wigzania peptydowego pomi¢dzy dwoma aminokwasami waling (ang. valine) oraz
fenyloalaning!*4l,

Biatka posiadaja niezwykta zdolno$¢ spontanicznego formowania si¢ w precyzyjnie
okreslone, stabilne struktury tréjwymiarowel'® — nazywane konformacjami natywnymi, ktore

sa zdeterminowane przez sekwencje aminokwasow w tancuchu biatkowym!*3l. Co wazne, tylko
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poprawnie uformowane przestrzennie biatko moze petnic¢ swoja funkcje. Forma natywna biatka

obejmuje kolejne 3 poziomy organizacji: strukture 1l—, 11— i IV-rzedowa (Rysunek 7)1,

Struktura Il-rzedowa (ang. secondary structure) biatka to przestrzenne, regularne
utozenie tancucha polipeptydowego (struktury I-rzedowej) stabilizowane przez wigzania
wodorowe tworzace si¢ miedzy atomem wodoru grupy aminowej a atomem tlenu grupy
karboksylowej. Struktura ta Scisle okresla wiasciwosci biatka, a mianowicie jego sztywnos¢,
elastycznos$¢ czy mozliwos¢ tworzenia wigzan z innymi czasteczkami. Wyrdznia si¢ 4 gtowne

typy struktury ll-rzedowej: a-helise, p-kartke, petle i fragmenty nieustrukturyzowanel*®l,

Primary Structure Secondary Structure

[-strand a-helix

Tertiary Structure Quaternary Structure

Rysunek 7. Poziomy organizacji struktury biatek[°l,

a-helisa (ang. a-helix) to typ struktury o charakterystycznym wygladzie spirali,
stabilizowany wigzaniami wodorowymi, tworzacymi si¢ migdzy grupa aminowg jednego
aminokwasu (z wigzania peptydowego) a grupa karboksylowa aminokwasu znajdujacego si¢
cztery kolejne aminokwasy dalej. Co wazne wszystkie wigzania peptydowe, biorg udziat w
tworzeniu tych wigzan wodorowych. Grupy boczne aminokwasow (reszty aminokwasowe)
wystawione s3 na zewnatrz a-helisy, co pozwala na ich oddziatywanie z innymi czasteczkami
(np. z woda) a ptaszczyzny wigzan peptydowych uktadaja si¢ spiralnie. Na jeden skret spirali

przypada 3,6 reszt aminokwasowych, a odlegto$¢ migdzy dwoma resztami wynosi 0,15 nm!*3l,
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B-kartka (ang. g -strand) to typ struktury, ktora powstaje w wyniku tworzenia si¢ wigzan
wodorowych migdzy grupa aminowa jednego aminokwasu (z wigzania peptydowego) a grupa
karboksylowa aminokwasu z innego tancucha polipeptydowego lub tego samego, ale z odleglej
jego czesci. Lancuchy takie nazywane sa ni¢mi B. Wyrdznia si¢ dwa typy nici: bardziej stabilne,
antyrownolegle — nici biegng w przeciwnych kierunkach do siebie (jedna od N-konca do C-
konca, druga od C-konca do N-konca) i mniej stabilne — rownolegte, gdzie wszystkie nici
biegna w tym samym kierunku (0d N-konca do C-konca). Moga rowniez wystepowac struktury
mieszanie zawierajagce rownoleglte 1 antyrownolegle nici. W [-kartce grupy boczne

aminokwasow wystaja raz ponizej a raz powyzej plaszczyzny kartkil*3l,

Petle, zazwyczaj taczg ze sobg a-helisy i -kartki, ale nie posiadajg charakterystycznych
wigzan wodorowych, cho¢ sa przez niestabilizowane. Zazwyczaj znajduja si¢ na powierzchni
biatka, majg rozna dtugos$¢, od kilku do kilkunastu aminokwaséw. Moga przyjmowac bardziej

uporzadkowane struktury, np. f—zwrot[*3],

Fragmenty nieustrukturyzowane, jak sama nazwa wskazuje, to takie elementy w
strukturze ll-rzedowej, ktore nie przybieraja zadnej stabilnej i uporzadkowanej formy
przestrzennej. Moga przyjmowac rozne ksztalty, zaleznie od srodowiska, w ktorym si¢ znajduja
badz interakcji, w ktore wchodza. Zdarza si¢, ze takie nieustrukturyzowane fragmenty sg
linkerami, czyli krotkimi sekwencjami aminokwasowymi, pomagajacymi w organizacji

przestrzennej biatkal'"),

Struktura Ill-rzedowa (ang. tertiary structure) biatka to przestrzenne utozenie
fragmentow struktury ll-rzedowej. Dzigki temu, biatka osiggaja charakterystyczng, unikalng
natywng przestrzenng strukturg tréjwymiarowg. Stabilizowana jest ona poprzez wigzania
wodorowe, mostki disiarczkowe, oddziatywania jonowe czy wigzania van der Waalsa. W
przypadku biatek, ktore sg rozpuszczalne w wodzie, na ksztatt struktury lll-rzedowej ma
wplyw obecnos$¢ rozpuszczalnika, poniewaz woda powoduje, ze niepolarne tancuchy boczne
aminokwasow zamknigte s3 we wnetrzu bialka, a polarne tancuchy sa wystawione na

powierzchni biatka*®

Struktura IV-rzgdowa (ang. quaternary structure) to najwyzszy poziom organizacji
biatka, ale w przeciwienstwie do struktur I-, Il- i lll-rzedowych, posiada ja tylko cz¢$¢ biatek.
Dotyczy ona biatek, ktore sktadajg sie z wielu tancuchow polipeptydowych, ktére moga by¢
rozne (heterooligomery) lub jednakowe (homooligomery). Struktura ta to wzajemne utozenie

pojedynczych tancuchow biatkowych i oddzialywania, ktére je stabilizuja. Oprocz wigzan
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wodorowych, mostkow disiarczkowych, oddzialywan jonowym oraz wigzan van der Waalsa,

moga rowniez wystepowaé oddziatywania hydrofobowe, estrowe czy tioestrowe!*?l,

Funkcjonalna aktywno$¢ biatek w duzej mierze zalezy od integralnos$ci ich struktury
trojwymiarowej. Istotnym zjawiskiem zwigzanym ze struktura przestrzenng biatek jest
denaturacja. Jest to proces polegajacy na zniszczeniu struktury ll—, 11— lub 1V—rz¢dowe;j (utrata
pierwotnej struktury przestrzennej), nie naruszajgc przy tym struktury I-rzedowej biatka, pod
wpltywem czynnikéw chemicznych czy fizycznych, prowadzacy do utraty przez biatko jego
specyficznych wlasciwosci 1 mozliwosci pehlienia swoich funkcji. Proces ten jest
nieodwracalny, gdy zniszczeniu ulegng wigzania kowalencyjne w biatku (np. mostki
disiarczkowe), jezeli nie — mozliwe jest przywrocenie pierwotnej struktury biatka i taki proces
nosi nazwe renaturacji. Dla wigkszo$ci bialek, denaturacja jest ztozonym procesem
obejmujacym przejSciowe produkty posrednie i1 przebiega w kilku odwracalnych lub
nieodwracalnych etapach™®. Najbardziej popularnymi denaturantami sa mocznik i

chlorowodorek guanidyny.

Bialka pelnig szereg funkcji, miedzy innymi sg podstawowym elementem budulcowym
komoérek 1 tkanek, umozliwiaja transport czasteczek, reguluja i1 kontroluja procesy
biochemiczne, biora udziat w odpowiedzi immunologicznej czy sa tez receptorami
sygnatow!*®l. Specyficzna grupe biatek stanowia enzymy. Enzymy sa katalizatorami wigkszosci
zachodzacych w organizmach zywych procesow i reakcji. Katalizatory, s3 substancjami
przyspieszajacymi reakcje chemiczne poprzez obnizanie energii aktywacji, ktore jednak same,
nie zuzywaja si¢ w trakcie reakcji. Kazda reakcja chemiczna, ma okreslong energi¢ aktywacji,

im jest nizsza tym reakcja zachodzi szybcie;j?%l.
1.3. Oddzialywanie promieniowania UV z materia

Promieniowanie elektromagnetyczne jest rozchodzacym si¢ w osrodku zaburzeniem
pola elektromagnetycznego w postaci drgan wektoréw nat¢zenia pola elektrycznego E i
magnetycznego B. Oba wektory sa wzgledem siebie prostopadle, a takze sa prostopadte do
kierunku rozchodzenia si¢ fali, ten drugi warunek powoduje, ze fale elektromagnetyczne sa
falami poprzecznil?l. Dodatkowo, gdy oscylacje zachodza w jednej okreslonej ptaszczyznie
(zwanej plaszczyzng polaryzacji) to takie fale sg falami spolaryzowanymi. Wyrdznia si¢ kilka

rodzajow polaryzacji:
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e polaryzacje liniowg — gdzie wektor E (a tym samym i E) ma zmienng wartos$¢ i tylko

jeden wyrozniony kierunek;

e polaryzacje kotowg — gdzie wektor ma statg wartos¢, ale jego kierunek zmienia si¢ tak,
ze w ustalonym punkcie przestrzeni koniec tego wektora zatacza okrag w czasie jednego
okresu fali elektromagnetycznej (okres fali, to czas jednego pelnego drgania); jezeli
zatacza ten okrag zgodnie z ruchem wskazowek zegara, czyli w prawo, to moéwi si¢ 0

polaryzacji kotowej prawoskretnej, a gdy w lewo, to o lewoskretne;;

e polaryzacje¢ eliptyczng — gdzie warto$¢ wektora nie ma statej wartosci 1 jego kierunek
zmienia si¢ w taki sposob, ze w ustalonym punkcie przestrzeni koniec tego wektora

zatacza elipsel??l.

Fala elektromagnetyczna charakteryzuje sie dualizmem korpuskularno — falowym,
oznacza to, ze jest jednoczes$nie falg i strumieniem czasteczek. Z jednej strony mozna jg zatem
opisywac podajac cechy charakterystyczne dla fali, takie jak okres (Czas jednego pelnego
drgania czasteczki osrodka), dlugos¢ fali (najmniejsza odleglos¢ miedzy dwoma
powtarzajacymi si¢ fragmentami fali) czy czgstotliwos¢ (liczba drgan w ciggu jednej sekundy).
Z drugiej strony jest to zbidr czasteczek — fotondow, czyli kwantéw promieniowania
elektromagnetycznego, (ktore biegng w kierunku rozchodzenia sig fali elektromagnetycznej), 0
$cisle okreslonej energii (Rownanie 1), zaleznej wprost proporcjonalnie od czestotliwosci fali

elektromagnetycznej oraz odwrotnie proporcjonalnie do dtugosci falil?®l:

E=h v=h-; (1)

gdzie E — energia kwantu fali elektromagnetycznej [J], h — stata Plancka 6,62607015-10734 [J-s],
v — czestotliwo$¢ fali elektromagnetyczne [Hz], ¢ — predkosé $wiatta w prozni 2,99792458:108
[%], A — dhugos¢ fali elektromagnetycznej [nm].

Wyrdznia si¢ siedem umownych rodzajow promieniowania elektromagnetycznego, ze

wzgledu na ich czgstotliwos$¢, dlugosé fali lub energie. Badania bgdace podstawa niniejszej

pracy zostaly wykonane w zakresie promieniowania ultrafioletowego (ang. ultraviolet UV).

Promieniowanie elektromagnetyczne z zakresu ultrafioletu, mozna podzieli¢ na 3

grupy:

e UV - A: zakres ok. 315 — 400 nm i energia ok. 4.97 x 107 J — 6.25 x 107" J;
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e UV —B: zakres ok. 280 — 315 nm i energia ok. 6.25 x 107 J —7.05 x 107*° J;
e UV - C: zakres ok. 100 — 280 nm i energia ok. 7.05 x 107"° J — 1.99 x 1078 J.
Kazda czasteczka posiada okreslong energig, ktora jest suma pigciu rodzajow energii:

e energii translacyjnej, ktora wynika z ruchu translacyjnego;

e rotacyjnej, ktora wynika z ruchow obrotowych;

e oscylacyjnej, ktora wynika z ruchu oscylacyjnych jader;

e clektronowej, ktora wynika z energii potencjalnej interakcji elektronow z jader i
innymi elektronami i energii kinetycznej elektronow oraz

e energii wewnatrzjadrowej, stanowiacej potencjalng i kinetyczng energi¢ nukleonow

tworzacych jadra molekuty[’®l.

W zwiazku z tym, kazda czasteczka posiada swoj wiasny, charakterystyczny uktad
poziomow energetycznych. Promieniowanie elektromagnetyczne, moze wywotywaé zmiany
energii czasteczki, czyli powodowaé przej$cia migdzy poziomami energetycznymi: ze stanu
podstawowego (o najnizszej energii) do poziomoéow wzbudzonych (o wyzszych energiach).
Promieniowanie z zakresu UV moze wywotywa¢ zmiang energii elektronowej czasteczki. Zeby
byto to mozliwe, roznica energii migdzy stanem podstawowym a wzbudzonym czasteczki musi
by¢, co do wartosci, rowna energii promieniowania elektromagnetycznego oddziatujacego z
czasteczka. Przy przejsciu czasteczki z poziomu podstawowego na poziom wzbudzony, moéwi
sie 0 zjawisku absorpcji promieniowania elektromagnetycznego, czyli o pochtonigciu przez
czasteczke kwantu promieniowania elektromagnetycznego. Diagram Jabtonskiego (Rysunek
8), w sposob schematyczny przedstawia, jakie procesy zachodzg w czasteczce po absorpcji tego

kwantu.
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Rysunek 8. Ograniczony do przej$¢ miedzy stanami singletowymi diagram Jablonskiego przedstawiajacy
schematyczny uktad poziomow elektronowych w czasteczce. Strzatka niebieska przedstawia przejécia zwigzane z
absorpcja (A), strzalka czerwona promieniste zwigzane z fluorescencjg (F), strzatki zielone przedstawiajg przejscie
bezpromieniste, tj. konwersje wewnetrzng (ang. internal conversion, IC). Sg 0znacza stan podstawowy, Si, Sz i S3
kolejne poziomy wzbudzone.

Aby czasteczka byta zdolna do absorpcji promieniowania z zakresu UV, musi posiadaé
charakterystyczng budowe, np. musi posiada¢ sprzezony uktad wigzan elektronowych lub
pierScienie aromatyczne ze sprz¢zonym ukladem weglowych wigzan podwojnych,
umozliwiajacy absorpcj¢ promieniowania w zakresie okoto 200 nm — 300 nm. Kazda
czasteczka po absorpcji, dazy do jak najszybszego powrotu do stanu podstawowego,
pozbywajac si¢ nadmiarowej energii, najczesciej poprzez zderzenia z innymi czasteczkami.
Nadmiaru energii z wyzszych stanow wzbudzonych czasteczki mogg pozbywac si¢ miedzy
innymi poprzez konwersje wewnetrzng (ruchy wewnetrzne czasteczki zwigzane z drganiem i
rotacjg wigzan chemicznych). Niektore czgsteczki sg zdolne do pozbywania si¢ energii w
sposOb promienisty, poprzez emisj¢ kwantu promieniowania elektromagnetycznego w postaci
fotonu. Jednym z takich procesow jest fluorescencja, ktora zawsze zachodzi z pierwszego

poziomu wzbudzonego S1?%, jedyny wyjatek stanowi azulen, ktory fluoryzuje z poziomu So.

Biatka, ze wzgledu na fakt, iz posiadaja w swojej budowie aminokwasy aromatyczne,
ktoére z kolei posiadaja pierScienie aromatyczne, s3 zdolne do absorpcji promieniowania
elektromagnetycznego z zakresu UV, dla tryptofanu maksimum absorpcji przypada dla
dhugosci fali 278 nm, dla tyrozyny 274 nm a dla fenyloalaniny 260 nm. Najwyzszg absorpcje

wykazuje tryptofan, ze wzgledu na najwyzszy wspotczynnik ekstynkcji molowej, natomiast
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fenyloalanina ma ten wspotczynnik najnizszy, przez co i jej absorpcja jest najmniejsza.
Dodatkowo, w biatkach za absorpcj¢ odpowiedzialne sg wigzania peptydowe, przy 190 nm oraz

210 nm, co jest zwigzane ze sprzezonymi uktadami elektronow!?!,

Aminokwasy aromatyczne s3 rowniez zdolne do emisji promieniowania
elektromagnetycznego poprzez fluorescencj¢. Maksimum emisji dla tryptofanu nie jest
wartoscig stata, silnie zalezy od polarnosci rozpuszczalnika, dla roztworéw wodnych wynosi
okoto 355 nm, w rozpuszczalnikach niepolarnych przesuwa si¢ w kierunku krétszych fal. Dla
tyrozyny maksimum emisji przypada dla 303 nm a dla fenyloalaniny przypada dla 280 nm.
Tryptofan i tyrozyna wykazuja znacznie wicksza wydajno$¢ kwantowg (Rownanie 2) niz
fenyloalanina, natomiast emisja tyrozyny i dodatkowo fenyloalaniny, jest czgsto wygaszana
poprzez rezonansowe przeniesienie energii FRET (ang. Forster resonance energy transfer),
dlatego tez fluorescencj¢ fenyloalaniny mozna obserwowac¢ w istocie tylko w przypadku, gdy
biatko nie posiada pozostatych dwéch aminokwaséw aromatycznych!?®l, Widmo absorpcji
tryptofanu jest przesunigte w stosunku do Phe i Tyr w kierunku nizszych energii, w zwigzku z
tym mozna go selektywnie wzbudza¢ dtugoscig fali 295 nm (patrz Rysunek D1 w rozdziale
6)12°1,

Wydajno$¢ kwantowa fluorescencji, to stosunek liczby fotonéw wyemitowanych (ng)

do liczby fotonow zaabsorbowanych (n,):

b=~ 6y

ny
1.4. Uklady biatko—dodecylosiarczan sodu

Naukowe badania oddziatywan biatek z surfaktantami, w tym z SDS, maja juz ponad
100 letnig histori¢. Aby dokladnie pozna¢ i1 zrozumie¢ interakcje migdzy bialkami a
surfaktantami, warto posiada¢ petny obraz zmian strukturalnych, stechiometrycznych czy
kalorymetrycznycht™. W tej pracy skupiono uwage na zmianach strukturalnych, jakie SDS
wywotuje w strukturze |- i l1-rzgdowe;j biatek. Nie jest do konca jasne, czy w kontekscie SDS
mozna mowi¢ o denaturacji, (jesli tak, to w ktérym momencie?) czy jedynie o zmianach
strukturalnych. Tradycyjne chemiczne i najsilniejsze jednocze$nie denaturanty, mocznik czy
chlorowodorek guanidyny, denaturuja biatka w stezeniach molowych, natomiast SDS

wywotuje zmiany strukturalne w stezeniach mili- a nawet mikromolowych.

Istnieje wiele metod pozwalajacych na badanie oddzialywan pomiedzy biatkami a

SDSM. Metodami, ktére zostaty wybrane w ramach tej pracy doktorskiej byty: (1) dichroizm
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kotowy w dalekim oraz bliskim ultrafiolecie (oznaczane odpowiednio jako FUV, ang. Far
UltraViolet oraz NUV, ang Near UltraViolet) oraz (2) fluorescencja naturalnie wyst¢pujacych
w biatkach fluoroforéw. Zarowno dichroizm kotowy jak i fluorescencje mozna mierzy¢ w
formie widm stacjonarnych, jak rowniez w postaci kinetycznych krzywych postepu reakcji w
czasie, z wykorzystaniem techniki zatrzymanego przeptywu. Pomiary dichroizmu kolowego
dostarczaja informacji dotyczacych zmian ilosciowych w strukturze Il-rzgdowej oraz
jakosciowych w strukturze Ill-rzgdowej. Kinetyka zmian strukturalnych, to zespo6t czasow
relaksacji charakteryzujacych te zmiany, w czasie dochodzenia do rownowagi po zadziataniu
czynnika zaburzajgcego, jakim w tym przypadku jest SDS. Analiza krzywych postepu reakc;ji
pozwala na uzyskanie dopasowania najlepszego modelu opisujgcego zachodzgce zmiany oraz

oszacowac wielkosci, ktore je charakteryzuja, np. state szybkosci reakcji.

Najlepszym podejsciem, do doktadnego sledzenia zmian strukturalnych w biatkach pod
wptywem SDS, jest laczenie obu rodzajéw pomiaréw: stacjonarnych i kinetycznych, czego
potwierdzenie mozna znalezé w literaturze. Takedal? analizowal mechanizm zmian
konformacyjnych w biatku na podstawie danych kinetycznych, uzyskanych z wykorzystaniem
metody zatrzymanego przeplywu oraz zmian zawartosci a-helisy w strukturze ll-rzedowej,

interpretujac widma dichroizmu kotowego w dalekim ultrafiolecie.

Jak juz zostato wspomniane, ogromne znaczenie w badaniach biatek z surfaktantami ma
silna zalezno$¢ CMC od sity jonowej uzywanego rozpuszczalnika. Im wyzsza sita jonowa tym
nizsze CMC. Dlatego, aby mdc prowadzi¢ badania w szerokim zakresie stezen SDS, zaréwno
ponizej jak 1 powyzej CMC, nalezy mie¢ mozliwie wysokie CMC, co mozna uzyska¢ poprzez
stosowanie buforéw o niskich stezeniach. Sita jonowa wptywa zmiane struktury micelil?, a
takze bezposrednio na oddziatywania elektrostatyczne i hydrofobowe!?®l, Ponadto wigzanie
pojedynczych czasteczek SDS (ponizej CMC) moze mie¢ wptyw na rozpuszczalnosé biatkal™l,
Rozwazajac oddziatywania biatko—-SDS w roztworach wodnych, nalezy je podzieli¢ na dwie
grupy: ponizej i powyzej CMC. Wedtug Bhuyana!?®, globalne zmiany struktury 1ll-rzedowe;
nastepuja zarowno ponizej jak 1 powyzej CMC, natomiast struktury Il-rzedowej nastgpuja

dopiero przy bardzo wysokich stezeniach SDS (~100 mM).

Rownie istotng kwestia jest pH rozpuszczalnika. Im nizsze pH tym wigksze
powinowactwo SDS do biatek i zmiany strukturalne mogg zachodzi¢ szybciej. Wplyw
temperatury nie jest az tak duzy jak pH, czy silty jonowej, ale tylko pod warunkiem, ze

eksperymenty sg wykonywanie powyzej temperatury Krafta (tj. minimalnej temperatury, w
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ktorej mogg efektywnie tworzy¢ sie micele), gdyz ponizej tej temperatury rozpuszczalno$¢ SDS

spada i zaczyna si¢ on wytracaé. Temperatura Krafta dla SDS wynosi okoto 15°CE%,

Istotng kwestig jest, czy surfaktanty oddziatujg z biatkami w inny sposob niz chemiczne
denaturanty. Nalezy tutaj zwroci¢ uwage, ze w tej kwestii bardzo duze znaczenie ma stezenie
surfaktantu. Mozna znalez¢ prace, w ktorych autorzy'® sugeruja, ze SDS moze dziata¢ jak
konwencjonalny denaturant, lub takie, w ktorych, dla niektorych bialek, §ciezki dziatania
surfaktanéw moga byé¢ zupehie inne niz dla denaturantow®. Wazne jest to, ze surfaktanty
jonowe wiagzg si¢ kooperatywnie z biatkami i s3 zdolne wywolywa¢ w nich zmiany strukturalne.
Wigzanie to, moze odbywaé si¢ zarowno w jednym(?l, jak w kilku etapach, poniewaz istnieja
badania, w ktéorych wykazane jest wigksze powinowactwo do stanu rozwinig¢tego niz
zwinigtego biatkal!l, a wszystko zalezy od warunkéw prowadzenia eksperymentéw, w tym
stezenia surfaktantu. Najlatwiej jest analizowa¢ oddziatywania bialko—surfaktant ponizej CMC.
Wedtug Takedy!?, gdy pewna ilo§¢ pojedynczych czasteczek surfaktantu wiaze si¢ z biatkami,
ich natywne struktury przeksztatcaja si¢ bezposrednio w okreslone zmienione struktury, bez
przechodzenia przez etapy posrednie (ktore moglyby by¢ indukowane z powodu wigzania matej
ilosci jonow surfaktantu) oraz ze zmiany strukturalne biatek nalezy omawiaé, zaktadajac
jednokierunkowe modele reakcji bez procesow wstecznych, zamiast odwracalnych modeli
reakcji dwu- i wielostanowych. W pracy Otzenal'l, mozna znalez¢ stwierdzenie, ze wiazanie
jonowych surfaktantéw jest procesem bardzo ztozonym i wieloetapowym. Zdarza si¢ jednak,
ze przy bardzo niskich stezeniach (ponizej ~0.1 mM), surfaktanty wigza si¢ bez wywotywania
zmian konformacyjnych!?®l. Czasteczki surfaktantu w tych warunkach przyjmuja role
konwencjonalnego ligandu, ktory stabilizuje biatka przed denaturacjg. Pierwsze etapy wigzania
obejmuja wigzanie pojedynczych monomerdéw poprzez oddziatywania elektrostatyczne i
hydrofoboweBY. SDS taczy sie z kationowymi tancuchami bocznymi aminokwaséw. Przy
stezeniach SDS ponizej CMC, gdy miejsca wigzania sa nasycone, wigzanie wickszej liczby
surfaktantow moze prowadzi¢ do tworzenia si¢ struktur, ktore zaczynaja rozwija¢ bialko.
Istotng kwestig na tym etapie, jest nie tyle st¢zenie surfaktantu, co stosunek liczby czasteczek
surfaktantu do liczby czasteczek biatka. Zwykle logarytm statej szybkosci denaturacji ro$nie
liniowo ze stezeniem surfaktantu, podobnie jak w przypadku chemicznych denaturantéw. Tak
wiec na tym etapie surfaktant zachowuje si¢ jak klasyczny denaturant, przy czym jest
wielokrotnie silniejszy od chemicznych denaturantow. W poblizu lub powyze; CMC
kooperatywne wigzanie czasteczek surfaktantu zaktoca natywna strukture - i lll-rzedowej

biatka i ostabia jego aktywnos¢t
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Analizujac oddziatywania biatko—surfaktant, nalezy pamietaé, aby zachodzace zmiany
konformacyjne w biatkach pod wptywem SDS, bada¢ zar6wno ponizej jak i powyzej CMC.
Metoda, ktéra pozwala na uzyskanie informacji o kinetycznych zmianach w uktadzie biatko—
SDS, jest wspominana wczesniej kinetyka, czyli pomiary szybkosci, z jakg zachodzg zmiany
strukturalne, gdy biatka sg mieszane z surfaktantami. Dzi¢ki tej technice, mozna $ledzi¢ proces
tworzenia kompleksu biatko—SDS. Nalezy pamictaé, ze $ciezka tworzenia si¢ takiego
kompleksu silnie zalezy od st¢zenia SDS oraz od innych warunkéw eksperymentu, np. sity
jonowej roztworu. Przy bardzo wysokich stezeniach surfaktantu, znacznie powyzej CMC
(kilkaset mM) szybkos$¢ zmian konformacyjnych w niektorych biatkach, moze gwaltownie

rosng¢l?7],

Podsumowujac, nie ma jednoznacznej 1 uniwersalnej $ciezki, zgodnie z ktorg zmienia
sic struktura biatka pod wptywem SDS. Na rysunku 9BY przedstawiono schemat
podsumowujacy prawdopodobne strategie ataku czasteczek surfaktantow jonowych na

czasteczke bialka, na przyktadzie oddziatywania a-laktoalbuminy z SDS.

Rysunek 9. Schemat podsumowujacy rozne strategie ataku czasteczek surfaktantow jonowych na czasteczke
biatka. Strzatka do géry: stezenie SDS ponizej CMC, strzatka w dét: stezenie powyzej CMCE,

Ponizej CMC: w fazie oznaczonej na rysunku jako 0, przy bardzo niskich stezeniach
SDS, poszczego6lne czasteczki surfaktantu wigzg z biatkiem nie powodujac zadnych wigkszych
zmian konformacyjnych, w fazach 1 i 2 wida¢ zwigkszony wychwyt czasteczek surfaktantu
oraz zmiany w strukturze zarowno II- i lll-rzedowej, jednak zachodza one z r6zng szybkos$cig
(prawdopodobnie wynika to z faktu, ze poczatkowe wigzanie surfaktantu nastepuje na
powierzchni biatka i jest zwigzane z destabilizacja struktury I1I-rzedowej, natomiast zmiany w

strukturze ll-rzgdowej sa wolniejsze, poniewaz czg¢éciowo schowane we wnetrzu biatka
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elementy tej struktury takie jak a-helisy i B-kartki sg bardziej odporne na dziatanie SDS).
Powyzej CMC micele wigzg si¢ w kilku etapach (niepokazanych na rysunku), co prowadzi do

stanu o strukturze podobnej do tej na koncu fazy 2 dla st¢zenia ponizej CMC.

Ze wzgledu na fakt, ze oddziatywanie surfaktantéw jonowych z biatkami moze
przebiega¢ wieloma $ciezkami moga one petnic inne role, niz tylko potencjalnych denaturantow
lub substancji wptywajacych na zmiane struktury natywnej biatek. SDS jest w stanie
aktywowac biatka, lub dziata¢, jako inhibitor enzymow®>%. Efekty te wystepuja w stezeniach
znacznie nizszych od tych, w ktorych zachodzg zmiany konformacyjne i utrata natywnej

struktury biatka [,

Okazuje si¢ roOwniez, ze niektore biatka sa odporne na dziatanie SDS. Przyktadami

biatek, ktore nie wchodza w interakcje z SDS s papaina i pepsynal>*l.
2. Materialy i metodologia

2.1. Badane bialka

2.1.1. Albumina

Albumina surowicy bydlecej, BSA (ang. bovine serum albumin) to biatko pochodzace
z surowicy krwi bydlecej®®, sktadajace sie z 583 aminokwasow, rozpoczynajace sie kwasem
asparaginowy na N — koncu i zakonczone alaning na C-koncu®®. BSA ma mase czasteczkowa
wynoszaca 66 000 Da. W sekwencji zawiera 4 tryptofany, 40 tyrozyn i 54 fenyloalaniny®. W
strukturze natywnej (Rysunek 10) posiada 17 mostkow disiarczkowych, a-helisy stanowig
69,8%, nie posiada zadnych struktur p-kartkowych¢l. Molowy wspotczynnik ekstynkcji, na
podstawie, ktorego spektrofotometrycznie wyznaczano stezenie biatka wynosi €280 nm = 43 824
M1-cm™%] Glowng rolg BSA jest transport roznych czasteczek, przede wszystkim kwasow
thuszczowych 1 hormonow, ale takze lekow, co jest niezwykle wazne 1 szeroko wykorzystywane
w farmakologii®®. Biatko bedace obiektem naszych badan eksperymentalnych zostato
zakupione z firmy ROTH (nr. artykulu T844.2).
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Rysunek 10. Model czasteczki albuminy (4F5S.pdb)el,
2.1.2. Lizozym

Lizozym, HEWL (ang. hen egg white lysozyme) to biatko pochodzace z biatka jaja
kurzego sktadajace si¢ z 129 aminokwasow, rozpoczynajace si¢ waling na N — koncu i
zakonczone leucyng na C-koncul®. W sekwencji zawiera 6 tryptofandéw, 3 tyrozyny i 3
fenyloalaniny. W strukturze natywnej (Rysunek 11) a-helisy stanowia 31% a p-kartki 6,1%!%!,
HEWL ma masg czasteczkowg wynoszaca 14 300 Da, posiada 4 mostki disiarczkowe, a jego
punkt izoelektryczny wynosi 10,7%. Molowy wspétczynnik ekstynkcji, na podstawie, ktorego
spektrofotometrycznie wyznaczano stezenie biatka wynosi €280 nm = 37 970 M™1-cm™1,
Lizozym jest enzymem hydrolitycznym, ktory wykazuje dziatanie przeciwbakteryjne, poprzez
destrukcyjny wptyw na $ciang komorkowa bakterii, rozrywajac wigzania f—(1-4)—glikozydowe
w peptydoglikanie (pomiedzy kwasem N—acetylomuraminowym a N—acetyloglukozamina)2.
Biatko bedace obiektem naszych badan eksperymentalnych zostato zakupione z firmy SIGMA

(nr. artykutu L6876-1G) oraz z firmy ROTH (nr. Artykulu 8258.1).

L
<

Rysunek 11. Model czasteczki lizozymu (132L.pdb)[l,
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2.1.3. a-laktoalbumina

a-laktoalbumina, LALBA (ang. lacto — albumin alpha) to biatko pochodzace z mleka
krowiego, sktadajgce si¢ z 123 aminokwasow, rozpoczynajgce si¢ kwasem glutaminowym na
N — konicu i zakonczone leucyna na C-koncul®l. Ma mase czasteczkowa wynoszaca 14 170 Da.
W sekwencji zawiera 4 tryptofany, 4 tyrozyny i 4 fenyloalaniny. W strukturze natywnej
(Rysunek 12) posiada 4 mostki disiarczkowe, a-helisy stanowig 31,3% a p-kartki 7%,
Molowy wspotczynnik ekstynkcji, na podstawie, ktorego spektrofotometrycznie wyznaczano
stezenie biatka wynosi €280 nm = 28 540 M1-cm™*, Gtéwna funkcja a-laktoalbuminy, jako
biatka znajdujacego si¢ w mleku, jest udzial w syntezie laktozy, ponadto wspomaga ona
trawienie i absorpcje sktadnikéw odzywczych™. Biatko bedace obicktem naszych badan
eksperymentalnych zostato zakupione z firmy SIGMA (nr. artykutu L6010-1G).

Rysunek 12. Model czasteczki a-laktoalouminy (1F6S.pdb)l,
2.1.4. a—chymotrypsyna i a—chymotrypsynogen

a-chymotrypsyna, CHA (ang. a-chymotrypsin) to biatko pochodzace z trzustki bydlgcej
sktadajace si¢ z 245 aminokwasow, rozpoczynajace si¢ cysteing na N — koncu 1 zakonczone
asparaging na C-koncul®®l. Ma mase czasteczkowa wynoszaca 25 265 Da. W sekwencji zawiera
8 tryptofanoéw, 4 tyrozyny i 6 fenyloalanin. W strukturze natywnej (Rysunek 13) posiada 5
mostkow disiarczkowych, a-helisy stanowig 8,3% a p-kartki 6,8%!%!. Molowy wspotczynnik
ekstynkcji, na podstawie, ktérego spektrofotometrycznie wyznaczano st¢zenie biatka wynosi
€280 NM = 51 000 M1-cm*®l. Biatko bedace obiektem naszych badan eksperymentalnych
zostato zakupione z firmy SIGMA (nr. artykutu C4129-1G) oraz z firmy ROTH (nr. artykutlu
0238.3).
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Rysunek 13. Model czasteczki a-chymotrypsyny (4CHA.pdb)=6l,

a—chymotrypsynogen, CHG (ang. a-chymotrypsinogen), to biatko pochodzace z trzustki
bydlecej, sktadajace si¢ z 245 aminokwasoéw, rozpoczynajace si¢ cysteing na N—koncu i
zakonczone asparaging na C-koncul*®l. Ma mase czasteczkowa wynoszaca 25 690 Da. W
sekwencji zawiera 8 tryptofanow, 4 tyrozyny i 6 fenyloalanin. W strukturze natywnej (Rysunek
14) posiada 5 mostkow disiarczkowychl¢1, a-helisy stanowia 4,5% a B-kartki 31%0%. Molowy
wspotczynnik ekstynkeji, na podstawie, ktoérego spektrofotometrycznie wyznaczano st¢zenie
biatka wynosi €280 nm = 51 840 M™t-cm™l Biatko bedace obiektem naszych badan
eksperymentalnych zostato zakupione z firmy SIGMA (nr. artykutu C4879-1G).

Rysunek 14. Model czasteczki o—chymotrypsynogenu (1CHG.pdb)®l,
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Oba biatka: a—chymotrypsyna i a—chymotrypsynogen sg $cisle ze soba powigzane. a—
a—chymotrypsynogen jest proenzymem (zymogenem), czyli nieaktywng forma o-
chymotrypsyny. Zawiera on wewngtrzny 15 aminokwasowy lancuch polipeptydowy, zwany
petla inhibitorowa, ktory blokuje aktywno$¢ enzymatyczng. Aktywacja o—chymotrypsynogenu
odbywa si¢ gléwnie w wyniku reakcji proteolitycznego ciecia tej petli przez enzymy, miedzy
innymi trypsyn¢. Nastgpnie struktura tancucha polipeptydowego ulega rearanzacji, aktywujac
centrum katalityczne enzymu (miejsce w strukturze biatka, w ktérym dochodzi do reakcji
chemicznej katalizowanej przez dany enzym) w wyniku czego powstaje aktywny enzym
proteolityczny a-chymotrypsyna, gotowa do katalizowania reakcji trawienia biatek, polegajace;j

na niszczeniu wiazan peptydowych sasiadujacych z aminokwasami aromatycznymi*’l,
2.2. Pozostale odczynniki

Wszystkie pozostale odczynniki wykorzystywane podczas eksperymentow, pochodzity
z firmy ROTH. Roztwory biatek oraz SDS (nr. artykutu 2326.1) byly rozpuszczone w buforze
fosforanowym, do przygotowania ktorego wykorzystano monowodorofosforan sodu
jednowodny NaH2POg (nr. artykutu K300.1), wodorofosforan disodu dwuwodny Na;HPO4 (nr.
artykutu 4984.2) oraz ultraczysta wode miliporowang Milli-Q (rezystywnoéé 18.2 MQ cm™1).
Pozadana sita jonowa roztworu byta uzyskiwana przy uzyciu chlorku sodu NaCl (nr. artykutu
3957.1). Stezenia biatek byly ustalane spektrofotometrycznie z wykorzystanemu
spektrofotometru UV-2401-PC Shimadzu, natomiast buforu fosforanowego, SDS i chlorku
sodu z wykorzystaniem wag analitycznych firmy RADWAG z doktadnoscia 0,0001 g oraz 0,01

g.
2.3. Metody analityczne
2.3.1. Spektroskopia absorpcyjna UV

Wielkoscia fizyczna opisujaca zjawisko absorpcji, jest absorbancja, oznaczana
symbolem A (Réwnanie 3). Przyrzadem stuzacym do jej pomiaru jest spektrofotometr.
Wielkoscia fizyczng, ktorg bezposrednio jest mierzona w spektrofotometrze jest nat¢zenie
promieniowania elektromagnetycznego, oznaczane symbolem [, ktére nastgpnie jest

przeliczane na absorbancje, wedtug wzorul*el:

A= logIT0 (3)

36



gdzie I, — to nat¢zenie promieniowania padajacego na probke a I — natezenie promieniowania

po przejsciu przez probke.

Wiazka promieniowanie elektromagnetycznego, ktora pada na probke, zawierajaca
substancj¢ zdolng do absorpcji, moze dodatkowo ulec innym zjawiskom (Roéwnanie 4): odbiciu,
rozproszeniu lub przej$¢ przez roztwor. dlatego tez, sumarycznie, mozna zapisaé, ze natgzenie
promieniowania padajacego (I,) na probke to suma: nat¢zenia promieniowania

zaabsorbowanego (I,), odbitego (Iod), rozproszonego (Iz) i przechodzacego (I7)1:
Iy = Iy +1pqg + Iz + (IR) 4)

Dwuwiazkowy spektrofotometr UV-2401-PC Shimadzu uzywany we wszystkich
eksperymentach jest wyposazony w: dwie lampy generujagce promieniowanie
elektromagnetyczne spolaryzowane liniowo z zakresu ultrafioletu (lampa deuterowag D:) i
swiatta widzialnego (lampa halogenowa S0W); monochromator, ktéry pozwala na wybieranie
promieniowania o okreslonej dtugosci fali z catego dostepnego zakresu (190 nm — 900 nm);
detektor, stuzacy do przetwarzania energii promieniowania elektromagnetycznego na energi¢
elektryczng. Badang probke umieszcza si¢ w kwarcowej kuwecie, o $cisle okreslonej dtugosci,
zwanej drogg optyczng. Dzigki pomiarowi wykonywanemu wzgledem kuwety odniesienia,
mozna wyeliminowaé wptyw odbicia i pochtaniania §wiatta przez materiat kuwety i sktadniki
roztworu niebe¢dace celem badan, a stosujac klarowne roztwory, rozproszenie jest w zasadzie
pomijalne. Detektor mierzacy natezenie promieniowania przechodzacego przez probke jest

umieszony w linii prostej wzgledem zrodta $wiatta (pod katem 180°)149,

Wyznaczanie st¢zenia badanej probki z wykorzystaniem pomiaru widma absorpcji,

odbywa si¢ to zgodnie z prawem absorpcji Lamberta-Beera, ktére ma postac:
A =€) -C -1 (5)

gdzie A(1) — to warto$¢ absorbancji odczytana z widma absorpcji dla konkretnej dtugosci fali,
£(1) — to molowy wspotczynnik absorpcji, charakterystyczny dla danej substancji i okreslany

dla konkretnej dtugosci fali (tej samej co warto$¢ absorbancji) [M~1 - ¢cm™1], C — stezenie

molowe badanej probki [;n—rg =M ], [ — dlugo$¢ drogi optycznej [cm].

Zaleznos¢ absorbancji od stezenia jest zaleznoscig liniowa (Rdéwnanie 5) tylko w

pewnym zakresie stezen, dlatego tez do wyznaczania stezen z wykorzystaniem
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spektrofotometrow 1 prawa absorpcji Lamberta-Beera, nalezy uzywaé roztwordw

rozcienczonych, tak aby warto$é mierzonej absorpcji nie przekraczata wartosci 1,518,
2.3.2. Spektroskopia fluorescencyjna UV

Spektrofluorymetr Cary Ecipse firmy Agilent Technologies wykorzystywany do
pomiaru widm fluorescencji we wszystkich eksperymentach jest wyposazony w: lampe
ksenonowg emitujacg promieniowanie elektromagnetyczne spolaryzowane liniowo w zakresie
(200 nm — 900 nm); dwa monochromatory, jeden stuzacy do wyboru dlugosci fali wzbudzenia
Awzb 1 drugi shuzacy odczytu intensywnos$ci promieniowania wyemitowanego przez probke
(rownanie 6); detektor, ktory mierzy natezenie promieniowania wyemitowanego (umieszony
jest pod katem 90° wzgledem wigzki promieniowania padajagcego na probke, aby
wyeliminowaé promieniowanie wzbudzajace)®. Intensywno$¢ $wiatta emitowanego przez

probke, czesto oznaczana symbolem F, jest wielkoscig bezwymiarowa:
F= ¢ I)(Awsp) - (1 — 10740 (6)

gdzie F — to natezenie fluorescencji przy zadanej dtugosci fali wzbudzenia, ¢ - to wydajnosé
kwantowa fluorescencji, I,(4,,,) — to intensywno$¢ $wiatta padajacego przy zadanej dtugosci

fali wzbudzenia, A(A,,,p) — to absorbancja probki przy zadanej dtugosci fali wzbudzenial®l,
2.3.3. Spektroskopia dichroizmu kolowego

Zjawisko dichroizmu kotowego (ang. circular dichroism, CD), polega na rdznej
absorpcji fali elektromagnetycznej spolaryzowanego kotowo prawo i lewoskretnie przez
czasteczki chiralne. Fal¢ spolaryzowana liniowo, mozna traktowaé, jako superpozycj¢ fali
spolaryzowanej kotowo prawoskretnie i lewoskretnie o takich samych amplitudach i zgodnych
fazach, ale o przeciwnych kierunkach rotacji. Gdy taka fala pada na prébke aktywng optycznie
obserwuje si¢ dwa efekty. Pierwszy wynika z r6znych wspotczynnikow zatamania Swiatta obu
sktadowych w o$rodku aktywnym optycznie, co prowadzi do ich przesunigcia w fazie
wzgledem siebie, a to z kolei powoduje skrecenie ptaszczyzny polaryzacji §wiatla o pewien kat.
Drugi efekt wynika z rd6znych wspdtczynnikéw absorpcji obu sktadowych, co prowadzi do

réznic w ich amplitudach, a to z kolei powoduje pojawienie si¢ polaryzacji eliptycznej®?.

Spektrometr do pomiaru dichroizmu kotowego Chirascan Plus, firmy Applied
Photophysics Ltd naprzemiennie oswietla probke $wiattem spolaryzowanym kotowo
lewoskretne 1 prawoskretne o wysokiej czestotliwosci (zwykle 50 kHz). Urzadzenie jest

wyposazone w modulator fotoelastyczny (ang. photoelastic podulator, PEM), ktory konwertuje
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generowane przez lampe §wiatlo spolaryzowane liniowo na $wiatto spolaryzowane kotowo.
Sktada si¢ on z elementu optycznego (ptytki ¢wieréfalowej), ktorym jest blok krzemionkowy
oraz elementu piezoelektrycznego, ktory jest przymocowany i dostrojony do czestotliwosci
rezonansowej elementu optycznego. W bloku krzemionkowym modulowana jest dwoéjtomnosé
(Swiatto spolaryzowane rozszczepia si¢ na dwa promienie o roznych predkosciach), a element
piezoelektryczny odpowiada za generowanie okresowych naprezen mechanicznych
wywotujacych t¢ modulacje. Ponadto urzadzenie jest wyposazone w polprzewodnikowy
detektor promieniowania LAAPD (ang. large area avalanche photodiode detector) o duzej
powierzchni zbierania §wiatta, ktéry ma znacznie wigksza czuto$¢ niz detektory w innych
urzadzeniach do pomiaru CD oraz charakteryzuje si¢ szybkim czasem reakcji. Zrodlem
promieniowania elektromagnetycznego w spektrometrze Chirascan Plus jest lampa

ksenonowal®3!,

W spektrometrze CD dokonuje si¢ pomiaru widma dichroizmu kotowego, czyli
zalezno$ci eliptycznosci od dlugosci fali. Standardowo wielkos$cig fizyczng mierzong w
spektrofotometrze jest natezenie Swiatta, ktore nastepnie przeliczane jest na eliptyczno$c.

Eliptyczno$¢ mierzona w spektrometrze Chirascan Plus jest definiowana, jako:

Er—EL

tanl/) - ER+ Ej]

()

gdzie E —to amplituda sktadowe;j elektrycznej fali pola elektromagnetycznego spolaryzowanej
kotowo prawoskretnie a E; — to amplituda sktadowej elektrycznej fali spolaryzowanej kotowo

lewoskretnie,

Stosujac odpowiednie obliczenia i biorgc pod uwage, ze rdéznica w absorbancji Swiatta
spolaryzowanego kolowo prawo i1 lewoskretnie jest zazwyczaj bardzo mata, wiec tany
(Rownanie 7) mozna przyblizy¢ jako 1 (Roéwnanie 8). Biorgc pod uwagg, ze natezenie $wiatta
jest proporcjonalne do kwadratu wektora pola elektrycznego, wykorzystujac prawo absorpcji
Beera-Lamberta 1 zamieniajgc radiany na stopnie, otrzymuje si¢ eliptyczno$¢ wyrazong w

stopniach [deg]®:

Y =44 -(22) (£) ~ 44-32,982 (8)

4

gdzie AA — to réznica a absorpcji §wiatta spolaryzowanego kotowo prawo i lewoskretnie.

W literaturze, mozna znalez¢ widma CD, wyrazane nie tylko, jako zalezno$¢

eliptycznos$ci od dtugosci fali, ale rowniez, jako zalezno$¢ eliptycznosci molowej od dtugosci
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fali (Rownanie 9), ktora normalizuje eliptyczno$¢ w oparciu o dtugos¢ drogi optycznej i

stezenie, wyrazana w [cm? - dmol =]

[¥] = 100 - % ©)

mol
dm3

gdzie y — to eliptycznos¢ wyrazona w [deg], C — stezenie molowe badanej probki [ =M ],

[ — dhugo$¢ drogi optycznej [cm].

Wiele programow stuzacych do analizy struktury II-rzgdowej na podstawie widm
dichroizmu kotowego, przelicza zmierzong eliptycznos¢ na eliptycznos¢ molowg i na jej

podstawie dokonuje analizy.

Widma dichroizmu kotowego w zakresie 160 nm — 240 nm, czyli w tzw. dalekim
ultrafiolecie dostarczaja informacji o strukturze II-rzedowej biatek (Rysunek 15)54. Zrodtem
widma CD w FUV s3a elementy struktury II-rzgdowej: glownie a-helisy (minimum ~ 208 nm
oraz ~ 222 nm, maksimum ~ 190 nm) oraz B-kartki (maksimum ~ 195 nm, minimum ~ 215-
218 nm)P4,
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Rysunek 15.Widma dichroizmu kotowego w FUV, zwiazane z r6znymi typami struktury [I-rzgdowej biatek: linia
czerwona a-helisa, linia zielona B-kartka, linia niebieska fragmenty nieustrukturyzowane 41,

Widma dichroizmu kotowego w zakresie 260 — 320 nm, czyli tzw. bliskim ultrafiolecie
dostarczajg informacji na temat struktury IlI-rzedowej biatek (Rysunek 16), w tym zakresie
absorbujg przede wszystkim aminokwasy aromatyczne: tryptofan, tyrozyna i fenyloalanina, a

takze niektore mostki disiarczkowel®259],
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Rysunek 16.Widmo dichroizmu kotowego w NUV dehydrogenazy typu 11552,
2.3.4. Spektrometria zatrzymanego przeplywu

Spektrometr zatrzymanego przeptywu (ang. stopped-flow) stuzy do badania kinetyki
proceséw molekularnych takich jak tworzenie lub rozpad kompleksow molekularnych czy
reakcje chemiczne zachodzace w roztworach w czasie. Z uwagi na fakt, ze urzadzenie to
pozwala na rejestracje sygnatéw w skali czasowej od 1 milisekundy, mozna §ledzi¢ kinetyke
bardzo szybkich proceséw chemicznych. W badaniach wykorzystywano spektrometry
Stopped-flow SX20 oraz SX20 LED firmy Applied Photophysics LtdP3l. Najczesciej
spektrometr taki stuzy do badania reakcji zachodzacych pomiedzy dwoma reagentami (niektore
sa wyposazone w dodatkowy uktad, pozwalajacy na jednoczesne mieszanie do 4 roztwordow,
przy czym jednym z nich zawsze musi by¢ bufor). Typowy spektrometr posiada dwie
strzykawki, ktore za pomocg tloka dziatajacego pod wysokim ci§nieniem, wttaczaja roztwory
obu reagentow w stosunku 1:1, w pierwszej kolejnosci do miksera, w ktorym nastepuje szybkie
mieszanie obu reagentow, a nastepnie do komory pomiarowej. W spektrometrze obserwuje si¢
najczesciej zmieniajace si¢ w czasie sygnaly pochodzace od fluorescencji lub absorpcji
promieniowania elektromagnetycznego, przy okreslonej dtugosci fali wzbudzenia, w postaci
krzywych postepu reakcji, do momentu osiagniecia stanu réwnowagi w roztworze!®l.
Spektrofotometr Chirascan Plus wspomniany w poprzednim podrozdziale, jest wyposazony w
przystawke stopped-flow, dlatego tez oprocz absorpcji i fluorescencji, mozna go wykorzystaé

do rejestracji zmieniajacego si¢ w czasie sygnatu dichroizmu kotowego!®.
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Zrédtem promieniowania elektromagnetycznego w spektrometrze Stopped-flow SX20
jest lampa ksenonowa natomiast w spektrometrze Stopped-flow SX20 LED sg stabilne diody
LED o $cisle okreslonej dtugosci fali. Intensywnos$¢ promieniowania jest zwykle 10 razy
wieksza niz tradycyjnej lampy, co niestety dla niektorych probek biologicznych moze by¢

szkodliwe, dlatego tez czesto stosuje sie specjalne naktadki, ostabiajace $wiatto diody!®l.

Istotnym parametrem okreslanym dla tego typu urzadzenia jest tzw. czas martwy, czyli
czas przeptywu pomiedzy mikserem a komorg reakcyjnag, na ktory wptywa odlegtos¢ pomiedzy
tymi dwoma elementami uktadu oraz szybkos$¢ przelewu reagentow z komory miksera do
komory pomiarowe;j®l. Dla spektrometru Stopped-flow SX20 oraz dla SX20 LED czas martwy
wynosi 1,1 ms a dla spektrometru Chirascan Plus 1,3 ms.

2.4. Metody obliczeniowe

2.4.1. BeStSel

BeStSel (ang. Beta Structure Selection) to ogoélnodostepny serwer internetowy stuzacy
analizy struktur ll-rzgdowych biatek, na podstawie widm dichroizmu kotowego biatek w

zakresie dalekiego ultrafioletul®,

Program pozwala na analiz¢ widm CD, w kilku wybranych zakresach:

e 175-250 nm,
e 180 - 250 nm,
e 185250 nm,

e 190 — 250 nm,
e 195 — 250 nm,
e 200 — 250 nm.

Do zainicjowania dziatania programu, niezbg¢dne jest okreslenie, w jakich jednostkach
rejestrowane byty widma CD. W wykonanych eksperymentach, widma CD rejestrowane byty,
jako eliptycznos$¢, wyrazona w [mdeg]. W przypadku danych rejestrowanych w [mdeg], aby
moc przeprowadzi¢ analiz¢ z wykorzystane programu BeStSel, niezbgdne jest
zainicjalizowanie parametrOw poczatkowych dopasowania, takich jak: st¢zenie biatka
wyrazone w uM, liczba aminokwasow aromatycznych w sekwencji biatka oraz dlugos$¢ drogi

optycznej wyrazona w cm. Na podstawie widma CD oraz wymienionych parametrow,
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nastepuje przeliczenie eliptycznos$ci na eliptyczno$¢ molowa, dopasowania krzywej do danych
eksperymentalnych oraz procentowe oszacowanie zawarto$ci elementéw struktury 11—

rzedowe;j®l.

BeStSel dziata na podstawie dopasowywania znanych widm CD do widm CD

uzyskanych z eksperymentow, poprzez taczenie metod statystycznych i bibliotek widm!®!,

Bazg danych, z ktorej korzysta program jest przede wszystkim PDB (ang. Protein Data
Bank), a gtbwng metoda statyczng jest metodg LSF (ang. Least Squares Fitting), czyli metoda
najmniejszych kwadratow, ktéra poprzez minimalizacje¢ roéznic pomiedzy widmami:
eksperymentalnym a teoretycznym znajduje optymalne warto$ci procentowe, udziatu danego
elementu struktury Il-rzedowej w biatku, poniewaz widmo CD uzyskane z eksperymentow,
mozna traktowaé, jako sume widm poszczegolnych elementow struktury Il-rzgdowej (Rysunek
15)0591,

Jednym z parametrow, ktore uzyskuje si¢ podczas analizy widm CD z uzyciem BeStSel
jest RMSD (ang. Root Mean Square Deviation), czyli $rednie kwadratowe odchylenie. Mierzy
on rozni¢ migdzy widmem uzyskanym w eksperymencie a widmem dopasowanym w
programie, zgodnie ze wzorem 10 jest to pierwiastek ze Sredniej wartosci kwadratu roznic

pomig¢dzy punktami widma eksperymentalnego i dopasowanego.

2
RMSD = \/%Zévzl(yiexp _ Yidop) (10)

Ydop

gdzie N — liczba punktow widmowych, ¥;"*” — warto$¢ eksperymentalna, Y;"? — wartos§¢

dopasowanal™®l.
Wartosci RMSD (Rownanie 10) ponizej 0,1 — 0,2 $wiadcza o bardzo dobrym
dopasowaniu modelu do danych eksperymentalnych, natomiast im wyzsza jego wartos¢ tym

dopasowanie gorsze.

24.2. CDPro

CDPro, jest to pakiet oprogramowania, zawierajagcy miedzy innymi trzy programy:
SELCON3, CDSSTR oraz CONTIN, stuzace podobnie jak BeStSel do analizy widm
dichroizmu kotowego, z zakresu dalekiego ultrafioletu, w celu okreslenia procentowej
zawartosci poszczeg6élnych elementéow struktury Il-rzedowej. Wymienione programy

najczesciej analizuja widma CD w zakresie 190 — 250 nm[©%,
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Program SELCON3, szacuje zawartos¢ struktur drugorzedowych na podstawie
referencyjnych widm bialek, stosujac metode samouzgodniong, ktéra polega na iteracyjnym
dopasowywaniu eksperymentalnych widm CD do liniowej kombinacji widm wzorcowych, az
do uzyskania najlepszego rozwigzania, CDSSTR dopasowuje widmo probki do kombinacji
widm referencyjnych z wykorzystaniem metod analizy sktadowych, natomiast CONTIN
wykorzystuje procedurg regresji grzbietowe;j, ktora polega na dopasowaniu eksperymentalnych
widm CD do kombinacji widm referencyjnych z wykorzystaniem regularyzacji (polegajacej na
wygladzaniu wynikéw, zeby byly stabilne, sensowne i odporne na szum w danych).
Wprowadzane do wszystkich programéw dane, musza by¢ wyrazone w jednostkach
eliptyczno$ci molowej, programy same nie konwertuja jednostek, tak jak robi to program
BeStSel. Aby méc przeprowadzi¢ analize z wykorzystaniem wyzej wymienionych programéw
nalezy zainicjalizowaé parametry poczatkowe, takie jak: stezenie biatka wyrazone w uM oraz

dhugo$¢ drogi optycznej w cm!®,
2.4.3. DynaFit

Program DynaFit, jest to program stuzacy migdzy innymi do analizy krzywych postepu
reakcji chemicznych (postep ten jest mierzony poprzez zmiany sygnatu fluorescencji, absorpcji
lub dichroizmu kotowego w funkcji czasu) uzyskanych metoda zatrzymanego przeptywu.
Dzigki takiej analizie, mozna uzyska¢ opis procesu molekularnego, w postaci rownan reakcji

wraz z odpowiadajacymi im statymi szybkoscil®,

Rozwazany jest przyktad dwoch reagentow w roztworze: A i B, ktére tworzg razem
kompleks molekularny C (Rownanie 11). Mozna przyjaé, ze w najprostszym przypadku,
tworzenie takiego kompleksu to proces jednoetapowy i odwracalny (gdyz w rzeczywistym
roztworze zachodza zarowno procesy tworzenia jak i rozpadu kompleksow molekularnych,
zgodnie z postulatem mikroskopowej odwracalnosci®), wiec mozna go opisaé za pomoca

jednego rownania reakcji:
A+BSC (112)

Kazdy proces, opisany rownaniem reakcji charakteryzuje si¢ statymi szybkosci, ktore
ten proces opisujg: stalg szybkosci tworzenia kompleksu k,oraz stalg szybkosci rozpadu
kompleksu k. Szybkos¢ tworzenia (Rownanie 12) jak i rozpadu (Rownanie 13) kompleksu sg

zdefiniowanie, jako pochodne stezenia czasteczek wzgledem czasu:
Ua:—=ka'CA'CB (12)
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gdzie v, — to szybko$¢ tworzenia si¢ kompleksu, ¢, — stgzenia czasteczek C, k, — to stata

szybkos$ci tworzenia si¢ kompleksu, ¢4 — to st¢zenie czasteczek A, cp — to stezenie czasteczek

B.
=———=kqcc (13)

gdzie v; — to szybkos$¢ rozpadu kompleksu ¢4 — to stezenie czgsteczek A, cg — to stezenie

czasteczek B, k; — to stata szybkosci rozpadu kompleksu, ¢, — to stezenie czasteczek C.

Moze by¢ jednak tak, ze zanim czasteczki reagentow A i B utworzg stabilny kompleks
C, tworzy sie¢ forma wstepna kompleksu D (Réwnanie 14), ktora nastepnie przeksztalca si¢ w

kompleks C (Ré6wnanie 15):
A+BSD (14)
DsC (15)

Dla takiego zestawu, nalezy zdefiniowa¢ odpowiednio stata szybkosci tworzenia
kompleksu D — k, oraz statg szybkosci rozpadu kompleksu D — k4, dla pierwszej reakcji oraz

stalg szybkosci tworzenia kompleksu C — k, oraz statg szybkosci rozpadu kompleksu C — k4.

Program DynaFit, opracowany przez Petra Kuzmica, oparty jest na metodzie
nieliniowe] regresji najmniejszych kwadratow opracowanej przez Levenberga-Marquardta
(potaczenie dwoch algorytmow: metody najwigkszego spadku i metody Newtona). Program
wymaga napisania skryptu, ktory steruje programem 1 uruchamia obliczenia. W skrypcie nalezy
zawrze¢ potencjalne modele procesow molekularnych zachodzacych pomiedzy badanymi
reagentami, a takze w kazdym z tych modeli zdefiniowa¢ réwnania elementarnych reakcji
chemicznych, prowadzacych do stworzenia kompleksu oraz okresli¢, jakie stale szybkosci
opisujg kazda z tych reakcji chemicznych. Program zamienia uktad zdefiniowanych za pomoca
notacji chemicznej rownan chemicznych na uktad réwnan roézniczkowych a nastgpnie na
podstawie wybranego kryterium (np. kryterium informacyjne Akaike’a lub Bayesa),
dyskryminuje okreslone modele reakcji, wskazujac, ktory z nich najlepiej opisuje tworzenie

badanego kompleksuf®l,

Najczgsciej korzysta si¢ z tzw. dopasowania globalnego, co oznacza, Ze eksperymenty
prowadzi si¢ z rejestracja kilku krzywych postepu reakcji, gdzie jest state, §cisle okreslone

stezenie reagentu A, a kilka roznych, ale rowniez $cisle okreslonych stezen reagentu B.
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3. Badania wlasne

Badania uktadow biatko—SDS, zostaty podjete w roku 2018, podczas gdy gotowy byt juz
manuskrypt pracy opisujacej kinetyke tworzenia kompleksow spotkaniowych ksantonu z
kwasem naftalenowym, badang metodami laserowej fotolizy btyskowej. Praca zostata
opublikowana w roku 201931, Temat zawarty w publikacji, miat by¢ pierwotnym tematem
biezacej rozprawy doktorskiej, w ramach, ktérej badania prowadzone byly juz przez 2 lata.
Niestety, uktad pomiarowy wykorzystywany w tych badaniach: spektrometr fotolizy blyskowe;j
LKS80 firmy Applied Photophysic Ltd. (APL) ulegt awarii w trakcie przeprowadzki Zaktadu
Biofizyki z Gmachu Geologii UW do nowej siedziby Wydziatu Fizyki przy ul Pasteura 5. Firma
APL, ktora jest producentem tego spektrometru, wskutek przemian reorganizacyjnych
wynikajacych ze zmian w kierownictwie firmy, catkowicie zaniechata produkcji
spektrometréw fotolizy btyskowej i oznajmita, ze nie jest w stanie pomdc w naprawie uktadu
pomiarowego, gdyz inzynierowie odpowiedzialni za t¢ aparature¢ zostali zwolnieni z pracy i nie
ma z nimi kontaktu. Stworzyto to ogromny problem dla catej grupy badawczej, ale przede
wszystkim uniemozliwito prowadzenie dalszych badan i kontynuacj¢ pomiardow w ramach
rozprawy doktorskiej. W catej Polsce, dostepne sg tylko dwa tego typu spektrometry, z czego
jeden to wlasnie ten w Zaktadzie Biofizyki UW. W zwigzku z tym, zostaly podjete dwie
decyzje, pierwsza: aby mimo odmowienia pomocy od firmy APL, nie wchodzi¢ z nig w
konflikt, gdyz w laboratorium sg jeszcze cztery inne spektrometry tej firmy oraz druga o
catkowitej zmianie tematyki w ramach projektu doktorskiego 1 rozpoczeciu zupetnie nowych

badan z wykorzystaniem innych metod badawczych i urzadzen.

Rozdziat 3 — , Badania wlasne” zostat podzielony na dwie cz¢sci. Pierwsza z nich —
podrozdziat 3.1 dotyczy badan nad dwoma biatkami: o-chymotrypsyng oraz ao-
chymotrypsynogenem, ktoérych wyniki  zostaly = opublikowane w  czasopismach
naukowych(®870721  stanowity podstawe oraz swoisty wzér do dalszych badan uktadow biatko—
SDS, z wykorzystaniem innych biatek. W tej czg$ci znajduja si¢ badania na temat wptywu SDS
na strukture 1l i lll-rzgdowa a-chymotrypsyny; stabilnosci uktadu a-chymotrypsyna—SDS w
czasie; wptywu procedury przygotowania probek do pomiardéw zaroéwno stacjonarnych jak i
kinetycznych na widma dichroizmu kotowego i absorpcji a-chymotrypsyny; Kinetyki zmian
struktury 11— i lll-rzedowej a-chymotrypsyny oraz a-chymotrypsynogenu pod wpltywem SDS,

obserwowang zaréwno w pomiarach kinetycznych dichroizmu kotowego jak 1 fluorescencji.
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Druga czeg$¢ — podrozdziat 3.2 dotyczy badan nad trzema innymi biatkami: albuming,
lizozymem oraz o—laktoalbuming, ktorych wyniki nie zostaty jeszcze opublikowane. W tej

czescei, w poszczegolnych podrozdziatach znajduja si¢ badania na temat:

e wplywu SDS na struktur¢ Il- i Ill-rzgdowa albuminy, lizozymu oraz o—

laktoalbuminy — 3.2.1;

e stabilnosci uktadu biatko-SDS w czasie dla albuminy, lizozymu oraz o—

laktoalbuminy — 3.2.2;

e wplywu procedury przygotowania roztworéw biatko-SDS do pomiarow

dichroizmu kotowego i absorpcji albuminy, lizozymu oraz a—laktoalbuminy —3.2.3;

e wplywu sily jonowej roztworu na zmiany strukturalne albuminy, lizozymu oraz o—

laktoalbuminy indukowane przez SDS — 3.2.4;
e kinetyki przemian struktury Il-rzedowej albuminy, indukowanej przez SDS — 3.2.5;
e wplywu SDS na fluorescencj¢ albuminy oraz lizozymu — 3.2.6;

e wplywu SDS na kinetyke zmian struktury Il1l1-rzedowej albuminy, lizozymu oraz o—
laktoalbuminy — 3.2.7.

Wszystkie wykonane w ramach tej rozprawy eksperymenty zostaly wykonane przez jej
autora. Fitowania z wykorzystaniem programu Origin w podrozdziale 3.2.5. zostaty wykonane

z pomocg dr Joanny Krasowskiej.

Wszystkie pomiary prowadzone byly w temperaturze 20°C. Zaréwno biatka jak 1 SDS
rozpuszczane byly zawsze w buforze fosforanowym, nie wykonywano eksperymentéw w
zadnym innym rozpuszczalniku. W zaleznosci od danego typu eksperymentu zmieniato si¢ jego
stezenie lub pH — wartosci te, ustalane byly na podstawie danych literaturowych oraz
eksperymentalnych 1 zostaly umieszczone na poczatku kazdego podrozdziatu. Sita jonowa
buforu (lroztworu) uzyskiwana byta poprzez dodanie odpowiedniej objgtosci roztworu NaCl w
stezeniu 400 mM. Przed wykonaniem pomiardéw kinetycznych, wszystkie probki byly
odgazowywane prozniowo przez 60 minut. Pojecie ,,czyste biatko” wykorzystywane w

rozprawie, odnosi si¢ do biatka rozpuszczone w odpowiednim buforze, bez dodatku SDS.
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3.1. Przemiany strukturalne a-chymotrypsyny oraz a-chymotrypsynogenu indukowane

przez dodecylosiarczan sodu

Pierwszym biatkiem, wybranym do wykonania eksperymentow w celu zbadania zmian
strukturalnych zachodzacych pod wptywem dodecylosiarczanu sodu, byta a-chymotrypsyna.
Wykonano seri¢ pomiarow widm dichroizmu kotowego z wykorzystaniem spektrometru
Chirascan Plus — w dalekim i bliskim ultrafiolecie, celem zbadania zmian zachodzacych w
strukturze 11— jak i Ill-rz¢dowej biatka. Wykorzystywany byt 10 mM bufor fosforanowy o pH
7. W 10 mM buforze fosforanowym o pH 7 i w temperaturze 25°C CMC SDS wynosi 4,61 +
0,01 mMI®® W zwigzku z tym, w eksperymentach wykorzystywano rézne stezenia SDS,
zarowno ponizej (3 mM) jak i powyzej (40 mM) CMC. Koncowe st¢zenie a-chymotrypsyny
dla pomiaréw FUV wynosito 10 pM, a dla NUV 20 uM. Schemat przygotowania probek zostat

przedstawiony w Tabeli 1.

Tabela 1. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) do pomiaréw widm dichroizmu kotowego przygotowanych
zgodnie z procedurg podstawowg (roztwor do pomiarow powstawat poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym
1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM CHA bufor
2 20 puM CHA 6 mM SDS
3 20 uM CHA 80 mM SDS
4 40 uM CHA Bufor
5 40 uM CHA 6 mM SDS
6 40 uM CHA 80 mM SDS

Rejestrowane byly widma dichroizmu kotowego w dalekim ultrafiolecie: zakres
190—260 nm z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1 mm oraz w bliskim
ultrafiolecie: zakres 250—350 nm uzyciem kuwety absorpcyjnej o dtugosci drogi optycznej 10
mm. Obnizenie st¢zenia biatka w przypadku pomiaréw FUV w poréwnaniu do pomiaréw NUV,
oraz skrocenie drogi optycznej prowadzi do zmniejszenia absorpcji. Jest to wazne, gdyz

absorpcja nie moze by¢ zbyt wysoka (powyzej 1,5), aby wystarczajaca ilo$¢ swiatla docierata
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do detektora. Kazde widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skanéw. Uzyskane

widma dichroizmu kotowego zostaly przedstawione na Rysunku 17.

Wszystkie widma dichroizmu kotowego i1 absorpcji, zaréwno w dalekim jak i bliskim
ultrafiolecie zostaly skorygowane o widmo buforu. Absorpcja samego buforu w zakresie
dalekiego ultrafioletu w okolicy 190 nm jest bardzo wysoka, co oznacza, ze absorbancja i
dichroizm kotowy nie s3 mierzone z takg sama doktadnoscig dla FUV, w poréwnaniu do NUV,
gdzie nie ma az tak duzego udzialu absorpcji samego buforu, w zwigzku z czym pomiary

charakteryzuja si¢ wigkszg czutoscia.
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Rysunek 17. Widma dichroizmu kotowego a-chymotrypsyny w zakresie (A) dalekiego ultrafioletu: 20 uM CHA
+ bufor — kolor czarny, 20 uM CHA + 6 mM SDS — kolor zielony, 20 uM CHA + 80 mM SDS — kolor czerwony
oraz (B) bliskiego ultrafioletu: 40 uM CHA + bufor — kolor czarny, 20 uM CHA + 80 mM SDS — kolor zielony,

20 uM CHA + 80 mM SDS — kolor czerwony.

Interpretujac uzyskane widma dichroizmu kotowego przedstawione na Rysunku 17,
mozna stwierdzi¢, ze dodanie SDS do roztworu biatka powoduje zmiang widma, zaréwno w
dalekim jak w bliskim ultrafiolecie, co oznacza, ze surfaktant wywotuje zamiany w strukturze

I1—i Il rzgdowej bialka. Zmiany te mozna zauwazy¢ zarowno przy stezeniu SDS ponizej jak
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i powyzej CMC, i wida¢, ze zmiany te sg r6zne. W przypadku widm FUV ponizej i powyzej
CMC wzrasta populacja a-helis, z tym, ze ponizej CMC wzrost jest znacznie wigkszy.
Dodatkowo ponizej CMC wida¢ wzrost populacji -kartek, czego nie wida¢ powyzej CMC. W
przypadku widm NUV wida¢, ze stezenie SDS ponizej CMC wywotuje znacznie wigkszg
roznice w wygladzie widm CD. Roznice zarowno w NUV jak 1 FUV mogg oznaczaé, ze biatko
wigze zardwno pojedyncze czasteczki surfaktantu jak i micele. Zatem mozna przypuszczac, ze
w probkach, gdzie stezenie SDS bylo ponizej CMC, istotng role w zachodzacych zmianach
strukturalnych moga odgrywac¢ oddziatywania biatka z pojedynczymi czgsteczkami SDS, co z

kolei jest zgodne z wynikami innych badaczy!®",

W pracy Takedy!?!, mozna przeczytaé, ze w roztworze zawierajacym biatko oraz SDS,
nie ma wolnego biatka (gdzie st¢zenie biatka jest mikromolowe a st¢zenie SDS milimolowe), i
ze denaturacja biatek przez surfaktanty nie jest latwo odwracalna Zadnymi metodami.
Zwrocono roOwniez uwage, na skokowe zmiany mobilno$ci kompleksow biatko—surfaktant,
obserwowane w eksperymentach elektroforezy kapilarnej uktadu BSA-SDS, przy
zwigkszajacym si¢ stezeniu surfaktantu, poprzez rejestracje liczby, pozycji 1 intensywnosci
pikéw odpowiadajacych poszczegdlnym kompleksom. Autorzy interpretowali to, jako
wskaznik wspotistnienia réznych form kompleksu BSA-SDS. Zaobserwowali oni kilka
wyraznych pikow zamiast pojedynczego, co swiadczy o istnieniu roznych kompleksow SDS—
BSA réwnoczesnie w roztworze, co z kolei oznacza, Zze nie tworzy si¢ jeden jednorodny
kompleks, lecz zestaw kilku frakcji, ktore wraz z rosngcym stezeniem SDS zmieniaty sie:
niektore zanikaly a pojawiaty si¢ nowe. Kazda frakcja charakteryzowala si¢ inng mobilnoscia,
co $wiadczy o zréznicowanej liczbie czasteczek SDS zwigzanych z BSA. Praca ta, sktonita do
wykonania serii pomiarow widm dichroizmu kotowego oraz absorpcji z wykorzystaniem innej

niz klasyczna i podstawowa metoda sporzadzania roztworow do pomiardéw.

W zwiazku z powyzszym, wyrozniono dwie procedury przygotowania probek do

pomiaro6w widm stacjonarnych dichroizmu kolowego i absorpc;ji:

e metoda podstawowa, jednoetapowa — gdzie roztwor czystego biatka byt
mieszany w stosunku objetosciowym 1:1 z roztworem zawierajacym bufor lub
roztwor SDS;

e metoda alternatywna, dwuetapowa — gdzie wyj$ciowy roztwor biatka zawierat
juz pewng ilos¢ SDS, a nastepnie w stosunku objetosciowym 1:1 roztwor ten

mieszany byt z roztworem zawierajacym bufor lub SDS.
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W zalezno$ci od probki, roztwor wyjéciowy A stanowita czysta a-chymotrypsyna
(metoda podstawowa) badz a—chymotrypsyna z dodatkiem SDS (metoda alternatywna),
natomiast roztwor wyjsciowy B stanowit bufor lub SDS (dla obu metod). Wykorzystywany byt
10 mM bufor fosforanowy o pH 7. Mieszanie roztworéw A i B w stosunku obj¢tosciowym 1:1
zapewniato, ze koncowe stezenie SDS w kazdej probce (przygotowanej zaréwno procedurg
podstawowg jak i alternatywng) bylo takie samo i wynosito 40 mM. Koncowe stgzenie a-
chymotrypsyny dla pomiar6w FUV wynosito 10 uM, a dla NUV 20 pM. Schemat
przygotowania probek do eksperymentow z wykorzystaniem metody podstawowej oraz metody
alternatywnej zostat przedstawiony w Tabeli 2.

Tabela 2. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) do pomiaréw widm dichroizmu kolowego przygotowanych

zgodnie z procedurg podstawowsa oraz alternatywng (roztwor do pomiardw powstawal poprzez mieszanie w
stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 20 uM CHA bufor

2 20 pM CHA 80 mM SDS
3 20 uM CHA — 6 mM SDS 74 mM SDS
4 20 uM CHA - 20 mM SDS 60 mM SDS
5 40 uM CHA bufor

6 40 uM CHA 80 mM SDS
7 40 uM CHA — 6 mM SDS 74 mM SDS
8 40 uM CHA —-20 mM SDS 60 mM SDS

Rejestrowane byty jednoczesnie widma dichroizmu kotowego oraz absorpcji w dalekim
ultrafiolecie: zakres 190—260 nm z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1
mm oraz w bliskim ultrafiolecie: zakres 250—350 nm uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci
drogi optycznej 10 mm. Kazde widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skandw.

Wszystkie widma, zostaty skorygowane o widmo buforu.
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Widma dichroizmu kotowego w dalekim ultrafiolecie, uzyskane z pomiaréw probek 1,
2, 3 1 4 zostaly przedstawione na Rysunku 18. Widma rejestrowane byly bezposrednio po
wymieszaniu odpowiednich roztworéw wyjsciowych — | seria, po 160 minutach — Il seria oraz
po 320 minutach — 111 seria. Wykonanie 20 pojedynczych skanow trwato okoto 40 minut, co
tacznie daje 160 minut na petng seri¢ 4 probek, stad powyzsze odstepy czasowe pomiedzy
poszczegblnymi seriami. Z pomiaréw wynika, ze dodanie SDS do roztworu biatka, powoduje
zmiang ksztattu widma dichroizmu kotowego (Rysunek 17), co z kolei oznacza, ze struktura
Il-rzgdowa bialka pod wptywem surfaktantu ulega zmianie. Jest to zgodne z rozwazaniami
teoretycznymi na temat oddziatywan biatko—surfaktant. Ponadto, porownujac widma uzyskane
w poszczegolnych seriach dla tych samych probek widaé, ze pokrywaja sie, co §wiadczy o tym,
ze zmiany struktury ll-rzedowej biatka uzyskane w wyniku interakcji z SDS sg stabilne przez
co najmniej 320 minut — w tym czasie nie zachodza zadne zmiany w strukturze biatka. To, na
co nalezy zwrdci¢ szczegdlna uwage to poréwnanie widm probek 2, 3 1 4, w ktorych koncowe
stezenie SDS byto takie samo, czyli wynosito 40 mM, lecz zostalo osiagnigte w procedurze
podstawowej, jednoetapowej dla probki 2 1 procedurze alternatywnej, dwuetapowej dla probek
31 4. Widmo roztworu uzyskanego po zmieszaniu 20 uM biatka zawierajacego 20 mM SDS z
roztworem 60 mM SDS (probka 4) jest takie samo, jak widmo roztworu uzyskanego przez
zmieszanie 20 uM biatka z 80 mM SDS (probka 3). Jednak, gdy 20 uM biatka zawierajacego
6 mM SDS jest mieszane z roztworem 74 mM SDS (probka 3), zarejestrowane widmo jest juz
inne niz dwa poprzednie. Jest to niezwykle wazna obserwacja, ktdra do tej pory nie zostata

opisana przez innych badaczy.
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Rysunek 18. Widma dichroizmu kotowego a-chymotrypsyny w zakresie dalekiego ultrafioletu. 20 uM CHA +
bufor —kolor czarny, 20 pM CHA + 80 mM SDS — kolor zielony, 20 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS — kolor
czerwony, 20 uM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagte, Il seria — linie
przerywane, 11 seria — linie kropkowane.

Widma dichroizmu kotowego w zakresie dalekiego ultrafioletu, dostarczaja informacji
na temat zawartosci poszczegélnych elementow struktury ll-rzgdowej biatka, dlatego tez
zostaly one poddane analizie za pomocg programu BeStSel oraz programéw z pakietu
oprogramowania CDPro: SELCON3, CDSSTR, oraz CONTIN. Uzyskane wyniki zostaty
zestawione w Tabeli 3 oraz przedstawione graficznie na Rysunku 19. Do usrednienia uzyto
widma pochodzace z dwdch niezaleznych, identycznych eksperymentéw. Aby pordéwnac
wyniki analizy struktur za pomocg 4 programow, zredukowano liczb¢ wyrdznianych przez
programy elementoéw struktury Il-rzedowej do czterech jej gtdwnych typow: a-helis, B-kartek
petli oraz fragmentow nieustrukturyzowanych, ze wzgledu na fakt, ze kazdy program wyr6znia
kilka innych dodatkowych elementow struktury ll-rzedowej, poza wymienionymi wyzej

czterema.
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Tabela 3. Srednie procentowe zawartosci poszczegolnych elementow struktury Il-rzedowej a-chymotrypsyny
(CHA), uzyskane ré6znymi programami do analizy widm CD dla probek: 20 uM CHA + bufor, 20 pM CHA + 80
mM SDS, 20 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS oraz 20 pM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS.

Element struktury ll-rzedowej
Probka Program
a-helisa p-kartka petla f.n*
SELCONS3 10,7 293 19,8 36,6
20 uM CHA + CDSSTR 7.8 32,3 23,6 35,0
bufor CONTIN 15,5 30,3 21,1 33,1
BeStSel 11,4 31,2 14,0 43,4
SELCONS3 29,2 18,0 229 30,6
20 uM CHA + CDSSTR 33,6 17,1 21,1 28,3
80 mM SDs CONTIN 29.6 16,9 23,0 30,4
BeStSel 26,9 15,5 145 43,0
SELCONS3 23,9 22,0 22,3 31,0
20pM CHA- | CDSSTR 26,1 21,2 219 30,6
6 mM SDS +
24 mM SDS CONTIN 25,3 19,9 23,1 31,6
BeStSel 21,1 18,8 14,8 45,4
SELCONS3 29,2 18,1 23,0 30,5
20pM CHA- | CDSSTR 33,5 16,7 21,3 28,6
20mM SDS +
60 MM SDS CONTIN 29,8 16,9 229 30,4
BeStSel 26,4 15,2 14 4 441

*fragmenty nieustrukturyzowane
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Rysunek 19. Srednie procentowe zawartosci poszczegdlnych elementéw struktury |l-rzedowej a-chymotrypsyny
(CHA), uzyskane réznymi programami do analizy widm CD dla prébek: 20 uM CHA + bufor, 20 pM CHA + 80
mM SDS, 20 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS oraz 20 uM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS.

Na podstawie uzyskanych danych, mozna zauwazy¢, ze o—chymotrypsyna w obecno$ci
nasycajacej ilosci SDS, przyjmuje strukture, ktora posiada wigcej a-helis niz struktura natywna
biatka — podobne wnioski mozna odnalez¢ w literaturzel®®l. Ponadto, mozna rowniez zauwazyc,
ze wszystkie uzyte programy zgodnie wskazuja, ze wzrost populacji a-helis w obecnosci
surfaktantu, silnie zalezy od sposobu, w jaki osiaggnigto jego koncowe stezenie. Frakcja a-helis
i B-kartek jest taka sama w przypadku probek 2 i 4 (najwicksza roznica wynosi 0,5%), natomiast
w przypadku probki 3 wida¢ spadek frakcji a-helis o 4,3—7,5%, a wzrost populacji B-kartek o

3,0—4,5%, mimo ze koncowe stezenie surfaktantu jest takie samo.

Interpretujac widma absorpcyjne probek 1 2, 3 i 4, ktére zostaly przedstawione na
Rysunku 20, widaé, ze widmo absorpcyjne czystego biatka rdzni si¢ od widm biatka z SDS,
gldwnie w zakresie 210 — 230 nm. W tym samym zakresie mozna zauwazy¢, ze wszystkie 3
widma biatka w obecnosci SDS, naktadajg si¢ na siebie, bez wzglgdu na to, jaka metoda
uzyskano koncowe stezenie SDS. Jedyng roznice dla wszystkich widm, mozna zauwazy¢ w
okolicy 190 nm, gdzie de facto zadne probki nie pokrywaja si¢, moze to wynika¢ z faktu, ze
lo$¢ swiatta dla tej dtugosci fali, ktora dociera do detektora jest niewielka, co moze zmniejszaé
doktadno$¢ pomiarow. Najmocniej w tej okolicy od pozostatych, odbiega probka 3, co moze w

pewnym stopniu potwierdza¢ wnioski uzyskane na podstawie analizy widm CD.
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Rysunek 20. Widma absorpcji a-chymotrypsyny w zakresie dalekiego ultrafioletu. 20 uM CHA + bufor — kolor
czarny, 20 uM CHA + 80 mM SDS — kolor zielony, 20 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS — kolor czerwony, 20
uM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagte, 1l seria — linie przerywane, 111 seria
— linie kropkowane.

Widma dichroizmu kotowego w bliskim ultrafiolecie, uzyskane z pomiaré6w probek 5,
6, 7 oraz 8 zostaly przedstawione na Rysunku 21. Widma rejestrowane byly bezposrednio po
wymieszaniu odpowiednich roztworéw wyjsciowych — | seria oraz po 200 minutach — 11 seria.
Wykonanie 20 pojedynczych skanow trwato okoto 50 minut, co tacznie daje 200 minut na peing

seri¢ 4 probek, stad powyzsze odstgpy czasowe pomiedzy poszczegdlnymi seriami.

Podobnie jak w przypadku widm dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu,
w widmach z zakresu bliskiego ultrafioletu wida¢, ze dodanie SDS do roztworu bialka,
powoduje zmiang ksztattu widma, co oznacza, ze struktura Ill-rzgdowa biatka pod wptywem
surfaktantu rowniez ulega zmianie. Dodanie surfaktantu do roztworu biatka, zmienia jego
forme¢ natywng. Ponadto, porownujgc widma uzyskane w I i Il serii, wida¢, ze pokrywajg sie

one, co rowniez $wiadczy o tym, ze zmiany, ktore zachodza w strukturze Il11-rzedowej biatka
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pod wplywem SDS, sg stabilne, przez co najmniej 200 minut, i w tym czasie struktura biatka

nie ulega zadnej zmianie.

CD [mdeg]
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Rysunek 21. Widma dichroizmu kotowego a-chymotrypsyny w zakresie bliskiego ultrafioletu. 40 uM CHA +
bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 80 mM SDS — Kolor zielony, 40 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS — kolor
czerwony, 40 uM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagte, Il seria — linie
przerywane.

Porownujagc widma dichroizmu kotowego, uzyskane za pomocag jednoetapowe;j
procedury z tymi otrzymanymi metoda dwuetapowa, mozna zauwazy¢ wyrazny podzial widma
na 2 zakresy. W pierwszym zakresie mi¢dzy 280 a 350 nm generalnie nie wida¢ zadnych r6zni¢
miedzy widmami, niezaleznie ktorg metodg uzyskano koncowe st¢zenie SDS. W tym zakresie,
wplyw na widmo CD majg gléwnie reszty tryptofanu, w zwigzku z tym, mozna wnioskowac,
ze struktura lll-rzgdowa a-chymotrypsyny w sasiedztwie reszt tryptofanu zmienia si¢ pod
wplywem SDS, w ten sam sposob, niezaleznie od tego jak osiagnigto koncowe stezenie
surfaktantu. Natomiast w zakresie 250 — 280 nm, mozna zauwazy¢ roéznice miedzy widmem
probki 7 a widmami probek 6 1 8, czyli podobnie do tego, co widzieliSmy w widmach CD w

zakresie FUV. W tym zakresie wptyw na widmo CD maja gltéwnie reszty fenyloalaniny i
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tyrozyny, ale réwniez mostki disiarczkowe, zatem mozna wnioskowac, ze zmiana struktury 11—

rzedowej a-chymotrypsyny w sasiedztwie tych reszt zalezy od sposobu przygotowania probek.
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Rysunek 22. Widma absorpcji a-chymotrypsyny w zakresie bliskiego ultrafioletu. 40 uM CHA + bufor — kolor
czarny, 40 uM CHA + 80 mM SDS — kolor zielony, 40 uM CHA-6mM SDS + 74 mM SDS — kolor czerwony, 40
uM CHA-20mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. I seria — linie ciagte, Il seria — linie przerywane.

Interpretujagc widma absorpcji uzyskane dla probek 5, 6, 7 1 8 w zakresie bliskiego
ultrafioletu, ktore zostaly przedstawione na Rysunku 22, wida¢ znaczng rdznice¢ miedzy
widmem probki czystego biatka a widmami probek zawierajacymi SDS — przesunigcie widma
w kierunku krétszych fal, co po raz kolejny potwierdza wptyw SDS na biatko. Natomiast
wszystkie widma probek z SDS, niezaleznie od tego, ktorg metodg zostato osiggnigte jego
koncowe stgzenie sg niemalze identyczne - wnioski i obserwacje sa takie same jak w przypadku
widm absorpcji w FUV. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze przy dtugosci fali 350 nm nie ma
podniesienia tla widma, co §wiadczy o braku rozpraszania $wiatta. To z kolei prowadzi do

wniosku, ze w badanych warunkach biatko nie ulega agregacji.

Wykonane zostaty dodatkowe eksperymenty, z wykorzystaniem obu metod

(podstawowej oraz alternatywnej), ale przy znacznie nizszym niz 40 mM, kohcowym stezeniu
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surfaktantu. Wybrane koncowe stezenie SDS bylto bliskie CMC i wynosito 3 mM. Koncowe
stezenie biatka wynosito 10 uM dla dalekiego ultrafioletu oraz 20 uM dla bliskiego ultrafioletu.
Roztwory reagentow byly przygotowane w 10 mM buforze fosforanowym o pH 7. Schemat

przygotowania probek zostat przedstawiony w Tabeli 4.

Tabela 4. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) do pomiaréw widm dichroizmu kotowego przygotowanych
zgodnie z procedura podstawowa oraz alternatywng (roztwor do pomiaréw powstawal poprzez mieszanie w
stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM CHA bufor
2 20 puM CHA 6 mM SDS
3 20 pM CHA — 6 mM SDS bufor
4 40 uM CHA bufor
5 40 uM CHA 6 mM SDS
6 40 pM CHA — 6 mM SDS bufor

Zarejestrowane widma dichroizmu kolowego w FUV w zakresie 200 — 260 nm z
uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1 mm oraz w NUV w zakresie 250 —
350 nm uzyciem kuwety absorpcyjnej o dtugosci drogi optycznej 10 mm, ktére zostaty

przedstawione na Rysunku 23. Wszystkie widma zostalty skorygowane o widmo buforu.
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Rysunek 23. Widma dichroizmu kotowego a-chymotrypsyny w zakresie (A) dalekiego ultrafioletu: 20 uM CHA
+ bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 6 mM SDS — kolor zielony, 20 uM CHA-6mM SDS + bufor — kolor
czerwony oraz (B) bliskiego ultrafioletu: 40 uM CHA + bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 6 mM SDS — kolor
zielony, 40 uM CHA-6 mM SDS + bufor — kolor czerwony.

Poréwnanie widm dichroizmu kotowego dla FUV 1 NUV, potwierdza wcze$niejsze
obserwacje, ze widma probek uzyskanych metoda podstawows i alternatywng, mimo takiego
samego koncowego stezenia SDS ro6znig si¢ od siebie. Wynika stad, ze zmiany strukturalne
zachodzace w strukturze Il jak i Ill-rzgdowej zalezg od procedury przygotowania roztworu

a-chymotrypsyny z SDS.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu zostaly poddane analizie
przy pomocy programu BeStSel a wyniki zebrano w Tabeli 5. Interpretujac je, mozna
wyciggna¢ podobne wnioski jak wezesniej, a mianowicie: (1) dodatek SDS, do roztworu biatka
powoduje, ze przyjmuje ono strukturg, ktéra posiada wigcej o-helis a mniej B-kartek niz
struktura natywna biatka, (2) wzrost jednej a spadek drugiej frakcji, silnie zalezy od sposobu,

w jaki osiggnieto koncowe stezenie surfaktantu.
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Tabela 5. Srednie procentowe zawartosci poszczegolnych elementow struktury Il-rzedowej a-chymotrypsyny
(CHA), uzyskane za pomoca programu BeStSel dla probek: 20 uM CHA + bufor, 40 uM CHA + 6 mM SDS oraz
20 uM CHA-6mM SDS + bufor.

Element struktury ll-rzedowej
Probka

a-helisa B-kartka petla f.n.*

20 uM CHA 4.2 282 16,6 51

bufor
40 pM CHA + 96 25.1 167 48,6
6 mM SDS
20 nM CHA-6mM 155 20.8 154 48.4
SDS + bufor

*fragmenty nieustrukturyzowane

Nalezy zwr6ci¢ uwage na widma w NUV. W przypadku, gdy koncowe st¢zenie SDS
byto znacznie wyzsze niz CMC (40 mM), r6znice migdzy widmami probek przygotowanych
dwoma réznymi metodami wida¢ bylto tylko w zakresie 250 — 280 nm, powyzej 280 widma
pokrywaty sig¢, tutaj wida¢, ze pokrywaja si¢ dopiero powyzej 300 nm, czyli mozna
przypuszczaé, ze w przypadku, gdzie stezenie koncowe SDS w roztworze z biatkiem jest bliskie
lub nieznacznie wyzsze niz CMC, struktura lll-rzgdowa o-chymotrypsyny zmienia si¢ w
sasiedztwie nie tylko reszt tyrozyny czy fenyloalaniny, ale rowniez tryptofanu, czyli generalnie
w sgsiedztwie wszystkich trzech aminokwaséw aromatycznych, nie zaleznie od sposobu
przygotowania probki. Fakt, ze stezenie SDS bylo w okolicach CMC sugeruje, ze w tych
roztworach zachodza zmiany wynikajace glownie z oddziatywan o-chymotrypsyny z
pojedynczymi czasteczkami surfaktantu. Ponadto, rejestrowanie widm miato miejsce godzing
po przygotowaniu roztwordw, co moze sugerowac, ze struktury w roztworze sg stabilne w

czasie, co wskazuje na nieodwracalno$¢ wigzania pojedynczych czasteczek SDS do biatka.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze zmiany zachodzgce zarowno w strukturze |- jak
i lll-rzedowej a-chymotrypsyny pod wplywem SDS, moga zaleze¢ nie tylko od st¢zenia
samego surfaktanta, ale réwniez od procedury przygotowania probek, prowadzacej do
osiggnigcia jego koncowego stezenia w roztworze. Ponadto, nalezy pamigtaé, ze pojedyncze
czasteczki SDS odgrywaja rownie istotng role w zachodzacych zmianach strukturalnych biatka

pod wptywem surfaktantu jak i micele. Wszystkie uzyskane wyniki byly powtarzalne w
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niezaleznych eksperymentach, wykonywanych na innych roztworach wyjsciowych 1 zostaly

opisane w publikacji®®l,

Posiadajac juz pewna wiedze na temat zmian strukturalnych zachodzacych w a-
chymotrypsynie pod wplywem dodecylosiarczanu sodu, pozyskang na podstawie analizy
stacjonarnych widm dichroizmu kotowego i absorpcji, przeprowadzono eksperymenty
kinetyczne z wykorzystaniem metody zatrzymanego przeptywu z wykorzystaniem
spektrometru Chirascan Plus z przystawka stopped—flow. Gléwnym celem tych badan byto
porownanie kinetyki zmian struktury Il-rzedowej z kinetyka zmian struktury Ill-rzgdowe;.
Koncowe stezenie biatka dla pomiaréw FUV jak i NUV wynosito 20 uM. W pomiarach
wykorzystywano 20 mM bufor fosforanowy o pH 6,4 z 5 mM NaCl. Niestety nie udato si¢
odnalez¢ w literaturze, ile wynosi CMC SDS dla takiego buforu, natomiast na postawie
opublikowanej pracy!®!, mozna wnioskowa¢, ze CMC nie przekracza 3 mM, w zwiazku z tym,
eksperymenty byty prowadzone dla stezen SDS powyzej CMC. Schemat przygotowania probek

zostat przedstawiony w Tabeli 6.

Tabela 6. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) do pomiaréw kinetycznych z detekcja dichroizmu kotowego i
fluorescencji (roztwor do pomiar6w powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i
roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 40 uM CHA bufor

2 40 uM CHA 16 mM SDS
3 40 uM CHA 32 mM SDS
4 40 uM CHA 48 mM SDS
5 40 uM CHA 64 mM SDS
6 40 uM CHA 80 mM SDS
7 10 uM CHA Bufor

8 10 uM CHA 40 mM SDS
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Na podstawie widm CD wybrano dlugosci fali, przy ktérej obserwowana byla
najwigksza zmiana w sygnale pomiedzy probka czystego bialtka a biatka z SDS. Dhugosci te
zostaly wykorzystane w pomiarach kinetycznych, jako dtugosci fali pomiarowej, przy ktorej
rejestrowane byly zmiany sygnalu w czasie. W kontek$cie pomiarow kinetycznych z
wykorzystaniem metody zatrzymanego przeptywu, dtugosci te nazywa si¢ dlugosciami fali
wzbudzenia zarowno dla fluorescencji jak rowniez dla dichroizmu kotowego. Dla dalekiego
ultrafioletu zostata wybrana dtugos¢ fali 222 nm a dla bliskiego ultrafioletu 260 nm, obie z
szerokos$cig pasma 7 nm. Dhugo$¢ drogi optycznej dla 222 nm wynosita 2 mm (spektrofotometr
nie posiada do wyboru dtugosci 1 mm) a dla 260 nm — 10 mm. Rejestrowano jednoczesnie
krzywe postepu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego oraz fluorescencji. Koncowa krzywa
postepu reakceji zostata uzyskana poprzez usrednienie 12 skanow dla FUV oraz 25 dla NUV. W
trakcie pomiarow wykorzystywano filtr odcinajacy 320 nm (Schott WG 320).
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Rysunek 24. Krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny zarejestrowane z detekcja dichroizmu kotowego probki:
40 uM CHA + bufor. Goérny panel: wzbudzenie 222 nm, dolny panel: wzbudzenie 260 nm.

Rejestrujac krzywe postepu reakcji probki 1, oczekuje si¢, ze sygnal nie powinien
zmienia¢ si¢ w czasie, jednak, co mozna zobaczy¢ na Rysunku 24 (czerwona strzatka), moga
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si¢ pojawi¢ pewne fluktuacje czy zaburzenia o r6znym pochodzeniu, np. wynikajgce z uderzen
czasteczek biatka o $ciany naczynia pomiarowego, podczas wttaczania reagentu pod wysokim
ci$nieniem. W zwigzku z tym, aby modc ocenia¢ i analizowa¢ wptyw SDS na strukturg biatka,
nalezy analizowa¢ tzw. relatywne (roznicowe) krzywe postepu reakcji, ktore uzyskuje sie

poprzez odjecie od krzywej biatko—SDS krzywej biatko — bufor.

Uzyskane relatywne krzywe postepu reakcji probek 2 — 6 zostaty przedstawione na
Rysunku 25.
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Rysunek 25. Relatywne krzywe postgpu reakcji a-chymotrypsyny z detekcja dichroizmu kotowego: 40 uM CHA
+ 16 mM SDS — kolor czerwony, 40 uM CHA + 32 mM SDS - kolor czarny, 40 uM CHA + 48 mM SDS — kolor
niebieski, 40 uM CHA + 64 mM SDS — kolor zielony, 40 uM CHA + 80 mM SDS - kolor bragzowy. Gorny panel:
wzbudzenie 222 nm, dolny panel: wzbudzenie 260 nm.

Interpretujac uzyskane relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja dichroizmu
kotowego probek 2 — 6 wida¢, ze dla obu wzbudzen wraz ze wzrostem stezenia SDS, wzrasta
szybkos$¢ zachodzacych procesow, jakimi sg zmiany strukturalne w biatku, a takze zwigksza si¢
amplituda relaksacji. Dla wzbudzenia 260 nm, wida¢, ze generalnie dla wszystkich krzywych,

nasycenie wystepuje praktycznie przy takiej samej wartosci relatywnego sygnatu CD, a krzywe
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(oprécz tej dla najmniejszego stezenia SDS) pokrywaja si¢. Moze to Swiadczy¢, o tym, ze
powyzej pewnego stezenia SDS struktura Ill-rzedowa jaka osiagga biatko w kontakcie z SDS
jest taka sama, mimo zwickszania st¢zenia surfaktantu. Tymczasem dla wzbudzenia 222 nm
nie wida¢ nasycenia oraz krzywe zupehie si¢ nie pokrywaja. To z kolei §wiadczy o tym, ze
wartos¢ stezenia SDS ma duze znaczenie, jakie zmiany i jak szybko zachodza w strukturze I1-
rzedowej biatka. Mozna przypuszczaé, ze populacja a-helis zwigksza si¢ wraz ze wzrostem
stezenia SDS w probce z biatkiem, co potwierdza wnioski uzyskane na podstawie widm

stacjonarnych dichroizmu kotowego.

Wszystkie otrzymane relatywne krzywe postepu reakcji CD, zostaty przeanalizowane
za pomocg programu DynaFit. Zostaly zastosowane dwie rézne procedury do analizy danych
eksperymentalnych: pierwsza z nich polegala na numerycznej integracji rownan
rozniczkowych opisujacych przejscia strukturalne a druga na dopasowaniu funkcji
wieloeksponencjalnych. Wyniki z obu metod pokrywaja si¢. Do wyboru najbardziej
prawdopodobnego mechanizmu reakcji zastosowano algorytm dyskryminacji modeli,
zaimplementowany w programie DynaFit®" %l Algorytm ten opiera si¢ na obliczaniu
drugorzedowego kryterium informacyjnego Akaike’a oraz kryterium informacyjnego Bayesa
dla wszystkich rozwazanych modeli. Wybor pomiedzy proponowanymi modelami opierat si¢
dodatkowo na analizie empirycznych przedziatow ufnosci przy 1% wzroscie resztowej

residualnej sumy kwadratow.

W poréwnaniu do obserwacji Takedy!?l, ktéry widziat tylko jeden proces relaksacji,
zaobserwowano, ze zmiany strukturalne zachodzace w a-chymotrypsynie, obejmuja wiecej niz
jeden proces. Procedura dyskryminacyjna zaimplementowana w programie DynaFit pokazata,
ze najbardziej prawdopodobne dopasowanie odpowiada nieodwracalnemu, trzyetapowemu

procesowi, ktory mozna opisa¢ rOwnaniem:

gdzie S(t) — sygnat mierzony w czasie, A, — warto$¢ poczatkowa sygnatu, A; - amplitudy, k; —

state szybkosci, t — czas.

Kazdy czton A, (1— exp(—k,t)) wykorzystany w rownaniu 16, o okreslongj
amplitudzie 1 statej szybkosci opisuje wklad danego etapu kinetycznego do catkowitej reakcji.

Odpowiada on procesowi relaksacji wyktadniczej w czasie i stabilizuje si¢ na okreslonym
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poziomie. Dopasowanie zgodne z rownaniem 16 doprowadzito do uzyskania trzech zestawow

stalych szybkosci k; 1 wzglednych amplitud A; dla danej dtugosci fali wzbudzenia.

Na rysunku 26 zostaty przedstawione przyktadowe dopasowania modelu trzyetapowego
do danych eksperymentalnych uzyskane za pomocg programu DynaFiT dla prébki 5, dla
wzbudzenia 222 nm i 260 nm. Dodatkowo na rysunku przedstawiono, jak wyglada
dopasowanie modelu jednoetapowego do uzyskanych danych eksperymentalnych. Wida¢, ze

dopasowanie trzyetapowe jest znacznie lepsze.
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Rysunek 26. Dopasowania modelu trzyetapowego (kolor czerwony) oraz jednoetapowego (kolor zielony) do
relatywnych krzywych postepu reakcji a-chymotrypsyny z detekcja dichroizmu kotowego (kolor czarny) uzyskane
za pomocg programu DynaFiT dla probki 40 uM CHA + 64 mM SDS. Gérny panel: wzbudzenia 222 nm, dolny
panel: wzbudzenie 260 nm.

Uzyskane z dopasowania statle szybkosci oraz wzgledne amplitudy, zostaty
przedstawione na Rysunku 27. State szybkosci i ich blgdy standardowe uzyskane z integracji
rownan rozniczkowych sg takie same jak state szybkos$ci 1 btedy standardowe wynikajace z
dopasowania funkcji wyktadniczych. Porownujac migdzy sobg state szybkosci oraz amplitudy,

mozna stwierdzi¢, ze kinetyka zmian zachodzacych w strukturze ll1-rzedowej a-chymotrypsyny
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pod wptywem SDS r6zni sie od kinetyki w strukturze Ill-rzedowej, co odbiega to od danych
opublikowanych przez Takedel?l.
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Rysunek 27. State szybkosci k (lewa kolumna) oraz wzgledne amplitudy A (prawa kolumna) wraz z btgdami
zmian zachodzacych w strukturze ll-rzgdowej a-chymotrypsyny (czarne symbole, wzbudzenie 222 nm) oraz I11-
rzedowej (czerwone symbole, wzbudzenie 260 nm) w funkcji st¢zenia SDS, uzyskane za pomocg programu
DynaFiT z dopasowania modelu trzyetapowego do relatywnych krzywych postepu reakeji z detekcjg dichroizmu
kotowego, dla probek 40 uM CHA + 16 mM, 40 uM CHA + 32 mM SDS, 40 uM CHA + 48 mM SDS, 40 uM
CHA + 64 mM SDS, 40 uM CHA + 80 mM SDS.

W trakcie rejestracji krzywych CD, rejestrowane byly jednoczesnie krzywe postepu
reakcji z detekcja fluorescencji. Dhugosci fali wzbudzenia 222 nm oraz 260 nm, nie s3
typowymi dtugosciami fali wzbudzenia do pomiaru fluorescencji biatek, najczes$ciej wybierane
dhugosci to 280 lub 295 nm, jednak ze wzgledu na pomiar krzywych CD, fluorescencja
mierzona byla przy takich samych dlugosciach fali wzbudzenia. Natomiast dzigki zastosowaniu
filtra odcinajgcego 320 nm (Schott WG 320), obserwowana fluorescencja pochodzita gtéwnie

od tryptofanow.

Niestety, rejestrowana fluorescencja biatka, jest zaklocana przez fotowybielanie

(zjawisko polegajace na utracie przez fluorofory zdolnosci do fluorescencji, wskutek dlugiej
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ekspozycji na promieniowanie elektromagnetyczne) zwtaszcza przy dtugosci fali wzbudzenia
222 nm. W celu weryfikacji tego zjawiska, wykonano kilka eksperymentéw zatrzymanego
przepltywu, w ktorych rejestrowano krzywe postgpu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego i
fluorescencji probek 7 i1 8, przez 1000 s, przy dwoch dtugosciach fali: 222 nm oraz 260 nm.
Pomiary wykonano z wykorzystaniem spektrometru Chirascan Plus z przystawka stopped—flow
oraz spektrometru Stopped-flow SX20. W pierwszym urzadzeniu emisja Swiatta o dtugosci fali
222 nm jest duzo intensywniejsza niz w drugim. W przypadku dlugosci fali 260 nm te
intensywnosci sg porownywalne. Wyniki przedstawiono na Rysunku 28. Kinetyka
fotowybielania w buforze 1 w obecnosci SDS jest rozna, wigc efektéw fotowybielania, nie da

si¢ 0djac od zarejestrowanych krzywych.
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Rysunek 28. Krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny zarejestrowane z detekcja fluorescencji za pomocy
spektrometru Chirascan Plus (lewa kolumna) oraz spektrometru Stopped-flow SX20 (prawa kolumna) probek: 10
uM CHA + bufor — kolor czarny oraz 10 uM CHA + 40 mM SDS — kolor czerwony. Gorny panel — wzbudzenie
222 nm, dolny panel — wzbudzenie 260 nm.

Interpretujagc wyniki przestawione na Rysunku 28, wida¢, ze dla wzbudzenia 260 nm

wyniki z obu spektrofotometrow sg praktycznie takie same, jednak dla wzbudzenia 222 nm,
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krzywe zarejestrowane spektrometru Stopped-flow SX20 osiggaja prawie idealne plateau,

czego nie obserwuje si¢ dla krzywych ze spektrometru Chirascan Plus.

Uzyskane krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji probek 2 — 6, zostaly

umieszczone na Rysunku 29
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Rysunek 29. Relatywne krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny z detekcja fluorescencji: 40 uM CHA + 16 mM
SDS — kolor czerwony, 40 uM CHA + 32 mM SDS — kolor czarny, 40 uM CHA + 48 mM SDS — kolor niebieski,
40 uM CHA + 64 mM SDS — kolor zielony, 40 uM CHA + 80 mM SDS — kolor bragzowy. Gorny panel: wzbudzenie

222 nm, dolny panel: wzbudzenie 260 nm.

Interpretujac uzyskane relatywne krzywe fluorescencji probek 2 — 6 dla obu dlugosci

fali wzbudzenia 222 nm i 260 nm, wida¢ spadek fluorescencji pod wpltywem SDS, ktory

wskazuje, ze zachodza zamiany w strukturze Ill-rzgdowej biatka. Ponadto krzywe nie

pokrywaja si¢, co oznacza, ze wraz ze wzrostem stezenia SDS, fluorescencja w biatku jest

mocniej wygaszana. Co wazne, relatywne krzywe nie zaczynaja si¢ od 0, co sugeruje, ze spadek

sygnalu fluorescencji zachodzi juz w czasie martwym urzadzenia. Mozna przyjaé, ze dla

wzbudzenia 260 nm, relatywne krzywe postepu CD pokrywaty si¢ w wigkszo$ci stezen SDS,

czyli zupetnie odwrotnie, niz w przypadku fluorescencji, Prawdopodobnie wynika to z faktu,
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ze dichroizm kotowy 1 fluorescencja pozwala na obserwacje réznych aspektow zmiany
struktury lll-rzgdowej. Dla wzbudzenia 222 nm, krzywe postepu reakcji nie pokrywaja sie,
niezaleznie od rejestrowanej wielkosci: dichroizmu kotowego czy fluorescencji. Nalezy
pamigtaé, ze w przypadku dichroizmu kolowego krzywe rejestrowane przy wzbudzeniu 222
nm dostarczajg informacji na temat struktury llI-rzedowej a 260 nm Ill-rzedowej, natomiast w
przypadku fluorescencji, dla obu wzbudzen, obserwuje si¢ zmiany w strukturze Ill-

rzedowej[?55254],

Relatywne krzywe fluorescencyjne probek 2 — 6, zostaly przeanalizowane za pomocg
programu DynaFit, w ten sposéb, co krzywe CD: poprzez numeryczng integracj¢ réwnan
rézniczkowych oraz poprzez dopasowanie funkcji wieloeksponencjalnych. Obie metody daty
te same wyniki, natomiast w przeciwienstwie do analizy danych CD, wskazaty jako najbardziej
prawdopodobne dopasowanie odpowiadajace nicodwracalnemu, czteroetapowemu procesowi,

zgodnie z rbwnaniem:
S(t)= Ay + Ay - (1 — exp(—klt)) + Ay (1 - exp(—kzt)) + A3 (1 - exp(—k3t)) + A4, (1 — exp(—k4t)) (17)

gdzie S(t) — sygnat mierzony w czasie, A, — warto$¢ poczatkowa sygnatu, A; - amplitudy, k; —

state szybkosci, t — czas.

Czwarty proces wystepujacy w rownaniu 17, moze wskazywac, ze poprzez detekcje

fluorescencji, ktdra jest znacznie czulsza niz dichroizm kotowy, wida¢ dodatkowy etap reakcji.

Na Rysunku 30 przedstawiono przyktadowe dopasowania modelu czteroetapowego
oraz jednoetapowego do danych eksperymentalnych uzyskane za pomocg programu DynaFit
dla wzbudzenia 222 nm oraz 260 nm. Wida¢ ze model czteroetapowy znacznie lepiej opisuje

obserwowany proces.
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Rysunek 30. Dopasowania modelu czteroetapowego (kolor czerwony) oraz jednoetapowego (kolor zielony) do
relatywnych krzywych postepu reakcji a-chymotrypsyny z detekcjag fluorescencji (kolor czarny) uzyskane za
pomocag programu DynaFiT dla probki 40 uM CHA + 64 mM SDS. Gérny panel: wzbudzenia 222 nm, dolny
panel: wzbudzenie 260 nm.

Z analizy programem DynaFit, otrzymano cztery zestawy stalych szybkosci k; i
wzglednych amplitud 4; na dang dtugos¢ fali wzbudzenia. Uzyskane stale szybkos$ci zostaty
przedstawione na Rysunku 31 a wzgledne amplitudy na Rysunku 32.
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Rysunek 31. State szybkosci k wraz z btedami, zmian zachodzacych w strukturze ll1-rzgdowej a-chymotrypsyny:
czarne symbole —wzbudzenie 222 nm, czerwone symbole — wzbudzenie 260 nm w funkcji stezenia SDS, uzyskane
za pomocg programu DynaFiT, z dopasowania modelu czteroetapowego do relatywnych krzywych postepu reakcji
z detekcja fluorescencji, dla probek 40 uM CHA + 16 mM, 40 uM CHA + 32 mM SDS, 40 uM CHA + 48 mM
SDS, 40 uM CHA + 64 mM SDS, 40 uM CHA + 80 mM SDS.
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Rysunek 32. Wzgledne amplitudy A wraz z bledami, zmian zachodzacych w strukturze lll-rzedowej a-
chymotrypsyny: czarne symbole — wzbudzenie 222 nm, czerwone symbole — wzbudzenie 260 nm, w funkcji
stezenia SDS, uzyskane za pomocg programu DynaFiT, z dopasowania modelu czteroetapowego do relatywnych
krzywych postepu reakcji z detekcja fluorescencji dla probek 40 uM CHA + 16 mM, 40 uM CHA + 32 mM SDS,
40 uM CHA + 48 mM SDS, 40 uM CHA + 64 mM SDS, 40 uM CHA + 80 mM SDS.

Interpretujac state szybkosci reakcji oraz wzgledne amplitudy w funkcji stezenia SDS,
widaé, ze oba te parametry zaleza od dlugosci fali wzbudzenia. Mozna zatem wnioskowac, ze
kinetyka zmian w strukturze Ill-rzgdowej a-chymotrypsyny, analizowana na podstawie
pomiardéw fluorescencji, zalezy od dtugosci fali wzbudzenia. Pojawito si¢ zatem pytanie, czy
obserwowane rdznice wynikaja wylacznie z procesu fotowybielania czy tez istnieje inna

przyczyna.

Aby mdc porownywac otrzymane state szybkosci oraz wzgledne amplitudy otrzymane
w wyniku dwoch eksperymentow: (1) z detekcja dichroizmu kotowego i (3) z detekcja
fluorescencji. relatywne krzywe fluorescencyjne probek 2 — 6, dla wzbudzenia 260 nm, zostaty
ponownie przeanalizowane za pomocg programu DynaFit poprzez dopasowanie sum do trzech

funkcji wyktadniczych natomiast z uwzglednieniem Iub bez skladnika liniowego
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odpowiadajacego fotowybielaniu. Najbardziej prawdopodobny model wybrany przez program
(rowniez z wykorzystaniem algorytmu opartego na obliczaniu drugorzedowego kryterium

informacyjnego Akaike’a oraz kryterium informacyjnego Bayesa), byt nastepujacy:
S(t) = Ag+ Ay - (1 —exp(—kit)) + Ay (1 — exp(—kyt)) + A3 - (1 — exp(—k3t)) —b -t (18)

gdzie S(t) — sygnat mierzony w czasie, A, — warto$¢ poczatkowa sygnatu, A; - amplitudy, k; —

stale szybkosci, t — czas, b — wspotczynnik nachylenia.

Wykorzystany w rownaniu 18 czton —b -t to sktadnik liniowy odpowiadajacy
fotowybielaniu. Czlon ten oznacza, ze sygnal zmniejsza si¢ proporcjonalnie do uptywajacego

czasu, niezaleznie od proceséw opisanych wyrazami wyktadniczymi.

Podejscie z wykorzystaniem sktadnika liniowego zostato zastosowane rowniez przez
innych badaczy®®4, W eksperymentach kinetycznych taki czton czesto dodaje sie, aby
uwzgledni¢ dodatkowo zachodzace w probce procesy. Uzyskane na podstawie pomiaréw
fluorescencji i z dopasowania modelu zgodnego z rownaniem 18, state szybkosci oraz wzgledne
amplitudy, zostaly poréwnanie z danymi uzyskanymi z pomiaréw CD, co zostato
przedstawione na Rysunku 33. Uzyskane stale szybkosci, k, k3 maja ten sam rzad wielkosci,
wiec moze to sugerowac, ze opisuja te same zjawiska. W przypadku stalej k; jest ona o rzad

wielkos$ci wigksza dla fluorescencji, co wskazuje, ze moze ona opisywac inne procesy.
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Rysunek 33. State szybkosci k (lewy panel) oraz wzgledne amplitudy A (prawy panel) wraz z bledami, zmian
zachodzacych w strukturze lll-rzedowej a-chymotrypsyny (wzbudzenie 260 nm) w funkcji stezenia SDS,
uzyskane za pomocg programu DynaFiT, z dopasowania modelu trzyetapowego do relatywnych krzywych postepu
reakcji z detekcjg fluorescencji — kolor czerwony oraz dichroizmu kotowego — kolor czarny, dla probek: 40 uM
CHA + 16 mM, 40 uM CHA + 32 mM SDS, 40 uM CHA + 48 mM SDS, 40 uM CHA + 64 mM SDS, 40 uM
CHA + 80 mM SDS.

Wykonane zostaty rowniez pomiary dla a-chymotrypsyny z wykorzystaniem metody
stopped —flow, gdzie probki zostaty przygotowane zarowno za pomocg procedury podstawowe;j
jak i procedury alternatywnej, ktora zostata opisana w rozdziale 3.1. Celem tego eksperymentu,
bylo sprawdzenie, czy istnieje prog stezenia surfaktantu, powyzej ktdérego w roztworze biatko
—SDS nie ma wolnych czasteczek biatka (czyli nie zwigzanych z SDS). Cz¢$¢ naukowcoédw
badajacych interakcje biatko—SDS uwaza, ze w roztworach, w ktorych stezenie SDS jest
niewystarczajace do wysycenia wszystkich miejsc wigzacych w biatku (gdzie steZenie biatka
jest mikromolowe a stezenie SDS milimolowe), nie wystepuje zadna frakcja wolnego biatkal?,
podczas, gdy w inni dopuszczaja, ze takie frakcje moga sie pojawiaé¢!®®l. Koncowe stezenie
biatka dla pomiarow FUV jak i NUV wynosito 20 uM. W pomiarach wykorzystywano 20 mM
bufor fosforanowy o pH 6,4 z 5 mM NaCl. Schemat przygotowania probek zostal

przedstawiony w Tabeli 7.
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Tabela 7. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) do pomiardéw kinetycznych z detekcjg dichroizmu kotowego
(roztwor do pomiarow powstawat poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 40 uM CHA bufor

2 40 uM CHA 80 mM SDS
3 40 uM CHA - 16 mM SDS 64 mM SDS
4 40 uM CHA 8 mM SDS
5 40 uM CHA — 4 mM SDS 76 mM SDS
6 40 uM CHA - 5 mM SDS 75 mM SDS
7 40 uM CHA — 6 mM SDS 74 mM SDS
8 40 uM CHA — 8 mM SDS 72 mM SDS

Jako pierwszy, wykonano eksperyment zatrzymanego przeplywu z rejestracja
dichroizmu kotowego tylko dla trzech prébek (1, 2 1 3), przy wzbudzeniu 222 nm (FUV) oraz
260 nm (NUV). Rejestrowano przebieg reakcji przez 200s. Koncowa krzywa postgpu reakcji,
zostala uzyskana poprzez usrednienie 5 skanéw. Uzyskane krzywe przebiegu reakcji, zostaty

przestawione na Rysunku 34, sg to krzywe eksperymentalne, skorygowane o bufor.
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Rysunek 34. Krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny zarejestrowane z detekcja dichroizmu kotowego: 40 uM
CHA + bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 80 mM SDS — kolor czerwony, 40 uM CHA-16 mM SDS + 64 mM
SDS — kolor zielony. Lewy panel: wzbudzenie 222 nm, prawy panel: wzbudzenie 260 nm.

To, co mozna zauwazy¢ jako pierwsze, to ze zardwno krzywe uzyskane dla probek 1
jak 1 3, nie wykazuja zachowania relaksacyjnego. W przypadku préobki 1 jest to catkowicie
normalne, gdyz podczas mieszania biatka z buforem dochodzi jedynie do jego rozcienczenia, i
nie ma zadnych czynnikow, ktére moglyby wplywac na strukture biatka. W przypadku probki
3, nie jest to juz takie oczywiste, tym bardziej, ze przy porownaniu krzywej probki 2 do krzywej
probki 3, gdzie koncowe stezenie SDS bylo takie samo 1 wynosito 40 mM, prébka 2 wykazuje
silng relaksacj¢ 1 osigga plateau. Mozna wnioskowaé, ze stezenie SDS 16 mM wysyca a-
chymotrypsyne w stezeniu 40 uM , gdyz nie obserwuje si¢ relaksacji, ale obserwuje si¢ znaczng
zmiang sygnatu. Co ciekawe, krzywe te zbiegaja si¢ w tym samym miejscu. Te same
obserwacje notuje si¢ zaréwno dla wzbudzenia 222 nm jak i 260 nm. Gdyby w probce
zawierajacej biatko 1 SDS, znajdowaly si¢ frakcje wolnego biatka jak sugerujg niektorzy

badacze, obserwowano by relaksacj¢ w roztworach SDS (gdy st¢zenie biatka wynosito 40 uM)
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o stezeniu 64 mM — czego nie obserwuje sie, co sktania do wniosku, ze autorzy®” sugerujacy,

ze nie ma wolnej frakcji biatka maja racje.

Przeprowadzono symulacje eksperymentu stopped-flow z detekcja CD przy
wzbudzeniu 222 nm za pomoca programu DynaFit, z wykorzystaniem probek 1, 2 oraz 3 w
celu uzyskania symulowanych krzywych postgpu reakcji. Probka 3, zostata zasymulowana z
dwoma zatozeniami, pierwsze zatozenie zaktadalo, ze w pierwotnym roztworze nie bylo
wolnego biatka (probka 3a), a drugie zalozenie zaktadato, ze 5% roztworu bialka, czyli 2 uM
to frakcja wolna (probka 3b). Otrzymane z symulacji krzywe postgpu reakcji zostaty
przedstawione na Rysunku 35.
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Rysunek 35. Pordéwnanie krzywych postepu reakcji a-chymotrypsyny zarejestrowanych z detekcjg dichroizmu
kotowego otrzymanych w wyniku eksperymentu (lewy panel) z krzywymi otrzymanymi w wyniku symulacji
programem DynaFit (prawy panel): 40 uM CHA + bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 80 mM SDS — kolor
czerwony, 40 pM CHA-16 mM SDS + 64 mM SDS (bez wolnej frakcji biatka) — kolor zielony, 40 uM CHA-16
mM SDS + 64 mM SDS (z wolng frakcja biatka) — kolor fioletowy. Wzbudzenie 222 nm.

Poréwnujac ze sobg wyniki eksperymentalne 1 otrzymane w wyniku symulacji, widac,

Ze s one prawie takie same, jedyng roznic¢ jaka widac, to ze krzywe probki bez oraz z wolng
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frakcja biatka nie pokrywajg si¢ w catosci, r6znig si¢ na poczatkowym etapie reakcji (Rysunek
35, czerwona strzalka). Rysunek 36 przedstawia krzywe postepu reakcji pochodzace z
eksperymentu probki 3 oraz z symulacji probki 3b. Wida¢, ze probka 3b z symulacji nie
odpowiada probce 3 z eksperymentu, obie majg inny przebieg, wskazuje to na fakt, ze w

roztworze prawdopodobnie nie ma wolnej frakceji bialka.
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Rysunek 36. Otrzymane w wyniku symulacji programem DynaFit krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny z
detekcja dichroizmu kotowego probki 40 uM CHA-16 mM SDS + 64 mM SDS - kolor czerwony oraz otrzymane
eksperymentalnie, dla probki 40 uM CHA-16 mM SDS + 64 mM SDS (wolna frakcja) — kolor czarny. Wzbudzenie
222 nm.

W zwigzku z powyzszym mozna stwierdzi¢, ze potwierdzono wersje badaczy, ktorzy
sugerujg, ze w mieszaninach, gdzie stezenie biatka jest mikromolowe a stezenie SDS

milimolowe, nie wystepuja frakcje wolnego biatka.

W celu dalszej weryfikacji danych uzyskanych na Rysunku 34, wykonano seri¢
pomiarow Kinetycznych a-chymotrypsyny z detekcja dichroizmu kotowego, przy wzbudzeniu
222 nm wszystkich o$miu probek (Tabela 7), w celu okreslenia progowego stezenia SDS, dla

ktorego juz nie obserwuje si¢ relaksacji. Na Rysunku 37 przedstawione sa krzywe
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eksperymentalne, skorygowane o bufor. Z rysunku 34 wynika, ze przy mieszaniu roztworu
zawierajacego 40 uM a-chymotrypsyny oraz 16 mM SDS z roztworem zawierajacym 64 mM
SDS relaksacji nie obserwuje si¢, dlatego stezenie 16 mM bylo naszym maksymalnym

stezeniem progowym.

CD [mdeg]
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Rysunek 37. Krzywe postepu reakcji a-chymotrypsyny zarejestrowane z detekcja dichroizmu kotowego: 40 uM
CHA + bufor — kolor czarny, 40 uM CHA + 80 mM SDS — kolor czerwony, 40 uM CHA-16 mM SDS + 64 mM
SDS — kolor pomaranczowy, 40 uM CHA-8 mM SDS + 72 mM SDS - kolor niebieski, 40 uyM CHA-4 mM SDS
+ 76 mM SDS — kolor turkusowy, 40 uyM CHA-5 mM SDS + 75 mM SDS - kolor fioletowy, 40 uM CHA-6 mM
SDS + 74 mM SDS - kolor z6tty, 40 uM CHA-8 mM SDS + 72 mM SDS - kolor zielony. Wzbudzenie 222 nm.

Wyniki dla probek 1, 2 oraz 3 pokrywaja si¢ z poprzednimi eksperymentami
pokazanymi na Rysunku 34. Krzywe zarejestrowane dla probek 5, 6 oraz 7 wykazuja relaksacje,
jednak warto$ci koncowe sygnatow przy 200 s, sg znacznie wyzsze niz dla prébki 2, mimo, ze
koncowe stezenie SDS w kazdej z tych probek byto takie samo — 40 mM. Probki 2 i 3 zbiegaja
si¢ niemalze do tej samej wartosci, podobnie jak probki 4 i 8, przy czym probki 2 i1 4
(przygotowane zgodnie z procedura podstawowa) wykazuja relaksacje a probki 3 1 8

(przygotowane zgodnie z procedurg alternatywna) relaksacji nie wykazuja, co wskazuje, ze
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koncowy stan biatka zalezy nie tylko od koncowego stezenia SDS, ale rowniez od procedury
przygotowania probki do badan, co potwierdza wczesniejsze wnioski. Krzywe postepu reakeji,
dowodza, ze istnieje prog st¢zenia SDS (w tym przypadku 6 mM), przy ktérym wida¢ jeszcze
relaksacje, a co za tym idzie prog, powyzej ktorego w roztworze biatko—SDS, nie wystepuja

wolne frakcje biatka.

Krzywe postepu reakcji, przedstawione na rysunkach 34 — 37 nie zostaty przestawione
w formie krzywych relatywnych, a jedynie jako skorygowane o bufor krzywe eksperymentalne,
poniewaz w przypadku tych eksperymentdéw nie bylo istotne okreslenie kinetyki zachodzace;j

reakcji a analiza jako$ciowa krzywych.

Podsumowujac, zmiany zachodzace w strukturze a-chymotrypsyny pod wptywem SDS
charakteryzuja si¢ trzema (zgodnie z wynikami CD) lub czterema (zgodnie z wynikami
fluorescencji), nieodwracalnymi etapami, a szybko$¢ tych zmian, zalezy od stezenia
surfaktantu. W literaturze mozna znalez¢ prace na temat odwracalno$ci etapow zmian
strukturalnych: (1) Otzen i wspotpracownicy®48] w swoich badaniach definiowali
nieodwracalng, jednoetapowg zmiang strukturalng kompleksu biatko—SDS, jednak w nowszych
pracach dotyczacych rozwijania biatek indukowanego przez SDS, nie definiowali oni tego
procesu jako nieodwracalnego; (2) z kolei Bhuyan(®®l, ktéry badal dziatanie SDS na
ferrocytochrom c, zauwazyt minima w zalezno$ci obserwowanych statych szybkos$ci przej$¢
konformacyjnych biatka od stezenia SDS, co zinterpretowat jako wskazowke, ze przejscia te sg
odwracalne. Zmiany strukturalne badane z wykorzystaniem zjawiska dichroizmu kotowego
zachodzace w strukturze Il-rzedowej o-Chymotrypsyny znacznie rdéznig si¢ od zmian
zachodzacych w strukturze Ill-rzgdowej, rozni si¢ kinetyka tych zmian oraz zachodzg one z
innymi statymi szybkos$ci — co do tej pory nie zostalo potwierdzone przez innych autoréw,
ktorzy twierdzili, Ze obie struktury zmieniajg si¢ jednoczes$nie, skale czasowe tych zmian sg
podobne i zachodza w jednym nieodwracalnym etapiel’®®%®1, Kinetyka zmian zachodzacych
w strukturze lll-rzgdowej rézni si¢, w zaleznosci od rejestrowanej wielkosci: dichroizmu
kotowego czy fluorescencji, co prawdopodobnie wynika z faktu, iz fluorescencja jest metoda
znacznie czulszg niz CD i moze uwidacznia¢ procesy, ktorych poprzez detekcje dichroizmu
kotowego nie wida¢. Kinetyka zmian w strukturze Ill-rzgdowej a-chymotrypsyny
wywotywana SDS, analizowana na podstawie pomiarow fluorescencji, zalezy od dtugosci fali
wzbudzenia, co mozna tylko jedynie czg$ciowo wytlumaczy¢ przez zjawisko fotowybielania.
Ponadto, istnieje prog stezenia SDS, powyzej ktdérego w roztworze zawierajgcym biatko 1 SDS,

nie ma wolnych frakcji biatka. Wszystkie uzyskane wyniki sg powtarzalne w niezaleznych
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eksperymentach, wykonywanych na innych roztworach wyjsciowych 1 zostaly opisane w

publikacjil™l.

Ze wzgledu na fakt, iz kinetyka zmian w strukturze lll-rzedowej a-chymotrypsyny
wywotywana przez SDS, analizowana na podstawie pomiaréw fluorescencji, zalezy od
dhugosci fali wzbudzenia, wykonano serie eksperymentéw, w celu doglebniejszego zbadania
tego zjawiska oraz zanalizowania przyczyn tej zaleznosci. Wykonano seri¢ eksperymentow z
wykorzystaniem metody stopped—flow, z wykorzystaniem spektrometru Stopped-flow SX20 z
detekcja fluorescencji, gdzie oprocz o-chymotrypsyny badany byt rowniez o—
chymotrypsynogen. Roztwory wszystkich reagentow zostalty rozpuszczone w 10 mM buforze
fosforanowym o pH 7. Koncowe stezenie obu biatek wynosito 5 uM. Schemat przygotowania
probek do eksperymentdw, zostat przedstawiony w Tabeli 8.

Tabela 8. Lista probek a-chymotrypsyny (CHA) oraz a—chymotrypsynogenu (CHG) do pomiaréw kinetycznych

z detekcjg fluorescencji oraz do pomiaréw widm fluorescencji (roztwor do pomiaréw powstawal poprzez
mieszanie w stosunku obje¢tosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 10 uM CHA bufor
2 10 pM CHA 40 mM SDS
3 10 uM CHA 80 mM SDS
4 10 uM CHG Bufor
5 10 uM CHG 40 mM SDS
6 10 uM CHG 80 mM SDS

Wykonano pomiar fluorescencji metoda zatrzymanego przeptywu probek 1 — 6. We
wszystkich pomiarach byt wykorzystywany filtr odcigcia 320 nm (Schott WG 320), a wybrane
wczesniej dwie dlugosci fali wzbudzenia oprocz 222 nm i 260 nm zostaly uzupetnione o 280
nm oraz 295 nm. Przy pomiarach zatrzymanego przeptywu dlugo$¢ drogi optycznej dla
wzbudzenia 222 nm wynosita 2 mm a dla 260, 280 1 295 nm — 10 mm, pomiar rejestrowany byt
przez 200s a koncowa krzywa postgpu reakcji zostala uzyskana poprzez usrednienie 5 skanow

dla kazdej z wybranych do badan dlugos$ci fali wzbudzenia.
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Wyniki w formie relatywnych krzywych postepu reakcji przedstawiono na Rysunku 38.
Tym razem, reprezentujg one réznic¢ mi¢dzy suma krzywych zarejestrowanych dla mieszanin
biatko—SDS i bufor-bufor a sumg krzywych zarejestrowanych dla mieszanin biatko—bufor i
SDS-bufor, dlatego tez, krzywe te pokazujg tylko zmiany zachodzgce w biatku. Relatywne
krzywe postepu reakcji, ktore uzyskuje sie poprzez odjecie od krzywej biatko—SDS krzywej
biatko — bufor, wygladaja bardzo podobnie, ale zawieraja niewielkie wktady pochodzace od
SDS.
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Rysunek 38. Relatywne krzywe postepu rekcji z detekcja fluorescencji a—chymotrypsyny: (A) 10 uM CHA + 40
mM SDS, (B) 10 uM CHA + 80 mM SDS) oraz a—chymotrypsynogenu: (C) 10 uM CHG + 40 mM SDS, (D) 10
uM CHG + 80 mM SDS. Wzbudzenie 222 nm — kolor czarny, 260 nm — kolor czerwony, 280 nm — kolor niebieski,
295 — kolor zielony.

Interpretujac uzyskane relatywne krzywe z Rysunku 39, wida¢, ze w przypadku o—
chymotrypsyny, niezaleznie od dlugosci fali wzbudzenia dla obu stgzen SDS dodanie
surfaktantu, powoduje wygaszanie fluorescencji biatka w czasie. W przypadku a-—

chymotrypsynogenu, wida¢ istotng réznice. A mianowicie dla wzbudzen 222 nm i 295 nm
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obserwuje si¢ wygaszanie fluorescencji w czasie, natomiast w dla 260 nm i 280 nm wida¢

wzrost fluorescencji w czasie.

Wszystkie relatywne krzywe postepu reakcji uzyskane dla a—chymotrypsyny i o—
chymotrypsynogenu zostaly przeanalizowane programem DynaFiT, poprzez dopasowanie
funkcji wieloeksponencjalnych. Wyniki uzyskane z programu, poprzez dyskryminacj¢ modeli,
nie byty tak jednoznaczne jak w przypadku wynikéw zawartych w rozdziale 3.2. (program nie
wskazywal jednoznacznie najlepszego modelu dopasowania). Prawdopodobnie jest to
zwigzane z tym, ze w tych eksperymentach zastosowali$my czterokrotnie nizsze st¢zenie
biatka, co pogorszylo stosunek sygnatu do szumu przy rejestracji krzywych. Najczesciej
wybieranym modelem byla suma dwoch sktadnikow eksponencjalnych oraz sktadnika
liniowego, opisujacego wspomniany juz wczesniej liniowy spadek sygnalu w czasie,

prawdopodobnie spowodowany fotowybielaniem:

S@t) = Ao+ Ay - (1 —exp(—kyt)) + Az - (1 — exp(—kyt)) —b- ¢ (19)

Dla kazdej dtugosci fali wzbudzenia, otrzymano dwa zestawy stalych szybkosci oraz
wzglednych amplitud, zgodnie z dopasowaniem modelu z rownania 19. Uzyskane stale

szybkosci zostaty przedstawione w Tabeli 9.

Tabela 9. State szybkosci, charakteryzujace zmiany struktury lll-rzgdowej a—chymotrypsyny (CHA) oraz o—
chymotrypsynogenu (CHG) wywotane przez SDS, uzyskane na podstawie pomiaréw fluorescencji za pomoca
programu DynaFit probek: 10 uM CHA + 40 mM SDS, 10 pM CHA + 80 mM SDS, 10 uM CHG + 40 mM SDS
oraz 10 uM CHG + 80 mM SDS.

Dhugos¢ fali
) 10 pM CHA | 10 pM CHA + | 10 uM CHG + | 10 pM CHG +
Parametr | wzbudzenia
+40 mM SDS | 80 mM SDS 40 mM SDS 80 mM SDS
[nm]
222 0.158 + 0.002 0.157 + 0.002 2.04 £ 0.04 2.16+0.17
260 0.151 + 0.001 0.141 +0.001 1.59 +0.01 1.81 +0.04
k1
280 0.146 + 0.001 0.147 + 0.001 1.63 +0.02 2.15+0.24
295 0.147 + 0.001 0.100 = 0.002 0.181 + 0.004 0.979 + 0.004
k2 222 0.0325 + 0.0004 | 0.0365+0.0005 | 0.322+0.017 0.716 + 0.064
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260 0.0399 + 0.0002 | 0.0357 +0.0003 | 0.0236+0.0019 | 0.562 + 0.025
280 0.0359 + 0.0002 | 0.0372+0.0002 | 0.171 +0.015 0.956+0.217
295 0.0347 £ 0.0001 | 0.0242+0.0013 | 0.141 = 0.007 0.262 + 0.009

Przedstawione wyniki pokazuja, ze kinetyka zmian struktur Ill-rzedowych
obserwowanych poprzez fluorescencj¢ a—chymotrypsyny i o—chymotrypsynogenu zalezy od
dhugosci fali wzbudzenia. State szybkosci o—chymotrypsynogenu przy wzbudzeniu 222 nm

r6znig si¢ od tych przy wzbudzeniu 295 nm, i to samo dotyczy wzbudzen 260 nm i 280 nm.

W zwiazku z uzyskanymi wynikami, zostala postawiona hipoteza o wkiladzie
poszczeg6lnych tryptofanéw w calkowita emitowang fluorescencje — wktad fluorescencji
emitowanej przez poszczegolne tryptofany w bialku do catkowitej zarejestrowanej
fluorescencji, zalezy od dlugosci fali wzbudzenia. Interpretujac literature, mozna odnalez¢é
pracel™, w ktérej opisano zmiane wygladu widma fluorescencji lizozymu, w zaleznosci od
uzytego w eksperymencie buforu — narastanie badz wygaszanie fluorescencji. Moze to
sugerowaé, ze postawiona hipoteza jest prawdziwa, i w przypadku przytoczonej ptacy, wktad
moze zaleze¢ od rodzaju rozpuszczalnika. W tym celu wykonano seri¢ pomiaréw widm
fluorescencji z wykorzystaniem spektrofluorymetr Cary Ecipse firmy Agilent Technologies,
probek 1 — 6 (Tabela 8). Roztwory wszystkich reagentow zostaly rozpuszczone w 10 mM
buforze fosforanowym o pH 7. Koncowe stgzenie obu biatek wynosito 5 uM. Wykorzystywano
kuwete fluorescencyjng o dlugosci drogi optycznej 10 mm, filtr odcinajacy 320 nm (Schott WG
320), te same cztery dlugosci fali wzbudzenia, ktore wykorzystywane byty przy pomiarach

kinetycznych: 222, 260, 280 oraz 295 nm a widma rejestrowano z szybkoscig 30 nm/min.

Widma fluorescencji dla probek 1 — 6 przedstawiono na Rysunku 39, w formie
relatywnych widm znormalizowanych. Uzyskano je poprzez odjecie od krzywej biatko-SDS
krzywej biatko — bufor a nastepnie znormalizowano do —100 jednostek w maksimum. Widma

przygotowano wedtug metody opisanej W literaturzel™,
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Rysunek 39. Znormalizowane relatywne widma fluorescencji a—chymotrypsyny: (A) 10 uM CHA + 40 mM SDS,
(B) 10 uM CHA + 80 mM SDS) oraz a—chymotrypsynogenu: (C) 10 uM CHG + 40 mM SDS, (D) 10 uM CHG
+ 80 mM SDS. Wzbudzenie 222 nm — kolor czarny, 260 nm — kolor czerwony, 280 nm — kolor niebieski, 295 —
kolor zielony.

Widma przedstawione na Rysunku 39, to widma w stanie rownowagi osiagnigtej przez
uktad. Pole powierzchni pod znormalizowanym relatywnym widmem fluorescencji, dostarcza
informacji na temat catkowitej zmiany sygnatu mierzonego w spektrometrze w porownaniu z
warto$cig poczatkowa. Jesli co do pola powierzchni, dominuje obszar pod dodatnim ramieniem
widma (powyzej wartosci 0), to mierzac krzywa postepu reakcji zaobserwuje si¢ wzrost
fluorescencji w czasie, a jezeli dominuje obszar nad ujemnym ramieniem widma (ponizej
wartosci 0), to w krzywej postepu reakcji nastgpi spadek fluorescencji. Dla o—chymotrypsyny,
wielkos¢ dodatniego ramienia jest najwicksza przy wzbudzeniu 260 nm i nieco mniejsza przy
280 nm, najmniejsza dla wzbudzen 222 nm i1 295 nm jednak dla wszystkich wzbudzen dominuje
rami¢ ujemne. W zwigzku z tym, w eksperymencie stopped—flow, powinien by¢ widoczny

spadek fluorescencji dla wszystkich czterech wzbudzen — i tak tez jest.
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W przypadku jak a—chymotrypsynogenu, mimo, ze rami¢ dodatnie nie jest wigksze niz
ramie ujemne, to dla wzbudzen 260 nm i 280 nm jest ono znacznie wigksze niz dla 222 nm 1
295 nm. Ta rdéznica jest wystarczajaca, ze dla wzbudzen 260 nm i 280 nm w pomiarach
kinetycznych obserwuje si¢ wzrost a dla wzbudzen 222 nm i1 295 nm spadek sygnatu
fluorescencji w czasie. Roznica w przypadku wzbudzen 260 nm i 280 nm jest tez znaczaca,

szczegblnie w porownaniu z a—chymotrypsyna.

Podsumowujac, wnioskuje si¢, ze wktad fluorescencji emitowanej przez poszczegdlne
tryptofany w biatku do catkowitej zarejestrowanej fluorescencji, zalezy od dhugosci fali
wzbudzenia, i nie dlatego ze sama fluorescencja tryptofandw zalezy od tej energii, lecz dlatego,
ze $ciezki bezpromienistej utraty energii przez tryptofany, podczas przej$¢ do najnizszego
wzbudzonego stanu singletowego (S1), z ktérego mozliwa jest emisja promieniowania na
sposob fluorescencji, zachodzg z r6znym prawdopodobienstwem. Wszystkie uzyskane wyniki
sa powtarzalne w niezaleznych eksperymentach, wykonywanych na innych roztworach
wyjéciowych i zostaly opisane w publikacjil”?. Nalezy tu podkreslié, ze nie ma to nic
wspolnego ze zjawiskiem REES (ang. red edge excitation shift, zjawiskiem fluorescencyjnym,
polegajacym na przesuni¢ciu maksimum emisji w stron¢ dtuzszych fal, podczas wzbudzania
dluzszymi falami promieniowania elektromagnetycznegol’®®?) a jest to zupelie nowe
zjawisko. Ponadto, wiadomo, zZe istnieja metody pozwalajace na okreslenie, ktére reszty
tryptofanu sa odpowiedzialne za wzrost fluorescencji, a ktore za jej spadek, poprzez mutacje
wybranych reszt tryptofanu na inne aminokwasy!¥, co mozna wykorzysta¢ w dalszych
badaniach uktadow biatko—-SDS.

3.2. Wybrane uklady bialko-SDS
3.2.1. Wplyw dodecylosiarczanu sodu na strukture lizozymu, albuminy i a—laktoalbuminy

Wykonano seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem spektrometru Chirascan Plus,
ktorych celem bylo sprawdzenie wpltywu dodecylosiarczanu sodu na strukture 11— i lll-rzedowa
trzech wybranych bialek: albuminy, lizozymu oraz o—laktoalbuminy. Wykorzystywany byt 10
mM bufor fosforanowy o pH 7. Rejestrowane byty widma dichroizmu kotowego oraz absorpcji.
Kazde widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skanow. Wszystkie widma

zarowno dichroizmu kotowego jak i absorpcji zostaty skorygowane o widmo buforu.
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3.2.1.1. Struktura ll-rzedowa

Widma w dalekim ultrafiolecie rejestrowane byly w zakresie 185 nm — 250 nm
(analizowane 190 nm — 250 nm) dla a-laktoalbuminy i lizozymu oraz 195 nm — 250 nm
(analizowane 200 nm — 250 nm) dla albuminy z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dtugosci drogi
optycznej 1 mm. Koncowe stezenie wszystkich biatek wynosito 10 pM. Schemat
przygotowania probek zostat przedstawiony w Tabeli 10.

Tabela 10. Lista o—laktoalbuminy (LALBA) i lizozymu (HEWL) oraz albuminy (BSA) do pomiar6w widm

dichroizmu kotowego przygotowanych zgodnie z procedurg podstawowg (roztwor do pomiaré6w powstawat
poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 20 uM biatka bufor

. 20 uM bialka 4 mM SDS
3 20 uM bialka 8 mM SDS
4 20 uM biatka 12 mM SDS
5 20 uM bialka 16 MM SDS
6 20 uM bialka 20 MM SDS
! 20 uM biatka 40 MM SDS
8 20 uM bialka 60 MM SDS
9 20 uM bialka 80 MM SDS
10 20 M biatka 100 MM SDS

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu dla lizozymu
przedstawiono na Rysunku 40, dla albuminy na Rysunku 41 a dla a-laktoalbuminy

przedstawiono na Rysunku 42.
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Rysunek 40. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 uyM HEWL + bufor —
kolor czarny, 20 uM HEWL + 4 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM HEWL + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 pM
HEWL + 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM HEWL + 16 mM SDS — kolor zétty, 20 uM HEWL + 20 mM
SDS — kolor bragzowy, 20 uM HEWL + 40 mM SDS — kolor szary, 20 uM HEWL + 60 mM SDS — kolor fioletowy,
20 uM HEWL + 80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM HEWL + 100 mM SDS — kolor rézowy.
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Rysunek 41. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 uM BSA + bufor —
kolor czarny, 20 uM BSA +4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA
+ 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM BSA + 16 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM BSA + 20 mM SDS — kolor
brazowy, 20 uM BSA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM BSA + 60 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM BSA +
80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM BSA + 100 mM SDS — kolor r6zowy.
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Rysunek 42. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbouminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 pM LALBA +
bufor — kolor czarny, 20 uM LALBA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM LALBA + 8 mM SDS — kolor
zielony, 20 uM LALBA + 12 mM SDS — kolor niebieski, uM LALBA + 16 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM LALBA
+ 20 mM SDS - kolor bragzowy, 20 uM LALBA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 pM LALBA + 60 mM SDS —
kolor fioletowy, 20 uM LALBA + 80 mM SDS — kolor pomaraficzowy, 20 uM LALBA + 100 mM SDS — kolor
r6Zowy.

Interpretujagc widma wszystkich trzech bialek, mozna stwierdzi¢, ze SDS powoduje
zmiany w widmie dichroizmu kotowego w FUV a to oznacza, ze wplywa na strukture 11—
rzgdowag biatek. Zmiany te sg obecne juz w stezeniach milimolowych SDS (2 mM) — zar6wno
powyzej jak 1 ponizej CMC, co sugeruje, ze biatka wigza zardwno pojedyncze czasteczki SDS,

jak i micele.

Widma z Rysunkow 40 — 42, zostaly poddane dekonwolucji, za pomoca programu
BeStSel, w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegolnych elementow struktury
Il-rzedowej w powyzszych biatkach. Wyniki znajdujq si¢ w Tabeli 11 dla lizozymu, w Tabeli
12 dla albuminy oraz w Tabeli 13 dla a—laktoalbuminy. Przyktadowe wyniki uzyskane w

programie w formie graficznej, zostaly umieszczone w rozdziale 6 na Rysunkach D2 — D4.
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Tabela 11. Srednie procentowe zawarto$ci poszczegdlnych elementow struktury ll-rzedowej lizozymu (HEWL),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM HEWL + bufor, 20 uM HEWL + 4 mM SDS, 20 uM
HEWL + 8 mM SDS, 20 uM HEWL + 12 mM SDS, 20 uM HEWL + 16 mM SDS, 20 uM HEWL + 20 mM SDS,
20 pM HEWL + 40 mM SDS, 20 uM HEWL + 60 mM SDS, 20 uM HEWL + 80 mM SDS oraz 20 uM HEWL
+ 100 mM SDS.

Element struktury ll-rzedowej
Probka
a-helisa B-kartka petla f.n.*
20 ptM HEWL + bufor 26,7 10,3 14,6 48,3
20 pM HEWL * 32,7 95 13,9 44,0
4 mM SDS
20 pM HEWL + 29.0 11,9 144 44.9
8 mM SDS
20 pM HEWL + 29.1 11,8 14,0 45.1
12 mM SDS
20 pM HEWL + 28.8 11,7 14,2 453
16 mM SDS
20 pM HEWL * 29.7 11.6 13,9 44.8
20 mM SDS
20 pM HEWL * 21.1 21,2 141 43,6
40 mM SDS
20 pM HEWL + 26.8 145 14,2 44.6
60 mM SDS
20 pM HEWL + 27.8 13,2 13,9 45.1
80 mM SDS
20 pM HEWL + 27.6 145 14,3 44,7
100 mM SDS

*fragmenty nieustrukturyzowane
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Tabela 12. Srednie procentowe zawartosci poszczegdlnych elementow struktury ll-rzedowej albuminy (BSA),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 pM BSA + bufor, 20 uM BSA + 4 mM SDS, 20 uM BSA
+ 8 mM SDS, 20 uM BSA + 12 mM SDS, 20 uM BSA + 16 mM SDS, 20 uM BSA + 20 mM SDS, 20 uM BSA
+ 40 mM SDS, 20 uM BSA + 60 mM SDS, 20 uM BSA + 80 mM SDS oraz 20 uM BSA + 100 mM SDS.

Element struktury ll-rzedowej
Probka
a-helisa B-kartka petla f.n.*
20 uMBSA + 59,3 0 6.6 34
bufor

20 pMBSA + 46.1 05 6.1 473
4 mM SDS
20 pMBSA + 49.4 7.3 9.0 34,4
8 mM SDS
20 nMBSA * 44.8 6.5 8.6 40,1
12 mM SDS
20 nMBSA 45.9 0 4.7 494
16 mM SDS
20 pMBSA + 437 9.1 9,7 375
20 mM SDS
20 pMBSA + 33,0 52,5 141 0
40 mM SDS
20 pMBSA + 411 0 5.7 53,1
60 mM SDS
20 pMBSA + 485 9.9 10,4 31,2
80 mM SDS
20 nM BSA + 50,7 26 4.4 423
100 mM SDS

*fragmenty nieustrukturyzowane
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Tabela 13. Srednie procentowe zawartosci poszczegolnych elementow struktury ll-rzedowej o—laktoalbuminy
(LALBA), uzyskane za pomoca programu BeStSel dla probek: 20 uM LALBA + bufor, 20 uM LALBA + 4 mM
SDS, 20 uM LALBA + 8 mM SDS, 20 uM LALBA + 12 mM SDS, 20 uM LALBA + 16 mM SDS, 20 uM
LALBA +20 mM SDS, 20 uM LALBA + 40 mM SDS, 20 uM LALBA + 60 mM SDS, 20 uM LALBA + 80 mM
SDS oraz 20 uM LALBA + 100 mM SDS.

Element struktury ll-rzedowej

Prébka

a-helisa B-kartka petla f.n

20 tM LALBA + 213 228 13,3 42,6

bufor

20 uM LALBA + 4 329 12,2 13,5 41,4
mM SDS

20 tM LALBA +8 328 12.6 13,5 41,2
mM SDS

20 pM LALBA + 12 32,7 13,3 13,5 40,6
mM SDS

20 uM LALBA + 16 32,6 12,9 13,4 41,1
mM SDS

20 pM LALBA + 20 34,7 9,7 12,8 42.8
mM SDS

20 uM LALBA + 40 355 8.9 12,5 43,1
mM SDS

20 uM LALBA + 60 333 11,2 13,0 42,7
mM SDS

20 pM LALBA + 80 34,6 9,7 12.8 42.8
mM SDS

20 pM LALBA + 100 35,2 10,5 12,0 423
mM SDS

*fragmenty nieustrukturyzowane

W przypadku lizozymu (Rysunek 40) najwigksza zmiang w widmie wida¢ dla
najnizszego stezenia surfaktantu tj. 2 MM — ponizej CMC, gdzie wystepuja tylko pojedyncze
czasteczki surfaktantu. Widoczna dla pozostatych widm tendencja — im wyzsze stezenie SDS,
tym sygnat CD jest nizszy, moze sugerowac, ze lizozym wigze zarowno pojedyncze czasteczki
jak 1 micele. Istotng réznice pomiedzy widmem z najwyzszym stezeniem a najnizszym
stezeniem SDS, wida¢ na wstawce na Rysunku 40. Wyrdzniajace si¢ odstepstwo od pozostatych

probek, dla probki zawierajacej SDS w stezeniu 10 mM (w okolicy CMC), sugeruje, ze
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pojedyncze czasteczki odgrywajg istotng role w interakcjach biatko—SDS. Dane uzyskane z
dekonwolucji widma za pomoca programu BestSel, umieszczone w Tabeli 11, potwierdzaja
obserwacje. Najwigksza zmian¢ wida¢ miedzy probka bez SDS a probka z 2 mM — wzrost
frakcji a-helis 1 spadek populacji B-kartek, natomiast powyzej stezenia 4 mM tendencja jest
odwrotna. Ponadto, w obecnosci nasycajacej ilosci SDS, lizozym przyjmuje strukture, w ktorej

wida¢ wzrost frakcji a-helis oraz B-kartek, w poréwnaniu do struktury natywne;j.

Dla albuminy (Rysunek 41) obserwacje sa nieco inne. Najwigkszg zmian¢ w widmie
widaé przy najwyzszym stezeniu SDS, tj. 40 mM. Widmo to rézni si¢ znaczaco tylko od widm
uzyskanych dla st¢zen 2 mM oraz 4 mM, natomiast réznice pomi¢dzy pozostatymi widmami
sa bardzo niewielkie. Sugeruje to, ze wzrost st¢zenia SDS powoduje coraz wigksze zmiany w
strukturze ll-rzgdowej biatka, jednak od stezenie SDS 6 mM, zmiany te stopniowo maleja i
ulegajg wysyceniu. Potwierdzajg to roéwniez warto$ci procentowe]j zawartosci frakcji a-helis
(Tabela 12). Ponizej 200 nm wida¢, ze widma nieznacznie si¢ rozbiegaja. Prawdopodobnie
wynika to z duzej absorbancji albuminy w tej okolic (znacznie powyzej wartosci 2). Do
podobnych wnioskdw mozna doj$¢ interpretujac wyniki umieszczone w Tabeli 12. Maksimum
sygnatlu CD od B-kartki przypada na ~195 nm, czyli tam gdzie sg najwigksze zaburzenia
sygnatu, co doskonale wida¢ w wynikach dekonwolucji — zawarto$¢ procentowa populacji 3-
kartek zmienia si¢ w nieregularny sposob. Ponadto RMSD (parametr stuzacy do oceny
fitowania do danych eksperymentalnych) siegal nawet 2, co $wiadczy o niskiej jakoS$ci fitu.
Przykladowy wynik uzyskany przy uzyciu programu BeStSel z wysokim RMSD, zostat
umieszczony w rozdziale 6 na Rysunku D5. Natomiast, mimo niedoskonatego dofitowania,
mozna stwierdzi¢, ze w obecnosci nasycajacej ilosci SDS, albumina przyjmuje strukture, ktéra
posiada B-kartki. Tymczasem struktura natywna biatka, nie zawiera zadnych B-kartkowych

strukturf®7,

W przypadku o—laktoalbouminy (Rysunek 42), podobnie jak dla alouminy, najwigksza
zmian¢ w widmie wida¢ dla najwyzszego stgzenie SDS, tj. 40 mM, wszystkie pozostale widma
nie pokrywaja si¢ — im wyzsze stezenie SDS, tym sygnat jest nizszy. Sugeruje to, ze wraz ze
wzrostem stezenia SDS nastepuja stopniowe zmiany w strukturze ll-rzedowej biatka. Do
podobnych wnioskow mozna doj$¢ interpretujagc wyniki umieszczone w Tabeli 13. Wraz ze
wzrostem stgzenia SDS ro$nie zawartos¢ frakcji a-helis oraz spada frakcji f-kartek. Podobnie
jak w przypadku lizozymu, w obecno$ci nasycajacego stezenia SDS, a-—laktoalbumina
przyjmuje strukture, w ktorej wida¢ wzrost frakcji a-helis oraz B-kartek, w poréwnaniu do

struktury natywnej.
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3.2.1.2. Struktura l11-rzedowa

Widma w bliskim ultrafiolecie rejestrowane byly w zakresie 247-347 nm dla
wszystkich biatek, z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dtugosci drogi optycznej 10 mm. Koncowe
stezenie wszystkich biatek wynosito 10 pM. Schemat przygotowania probek zostat

przedstawiony w Tabeli 14.

Tabela 14. Lista probek lizozymu (HEWL), albuminy (BSA) i a—laktoalbuminy (LALBA) do pomiaréw widm
dichroizmu kotowego i absorpcji (roztwor do pomiaréw powstawal poprzez mieszanie w stosunku objeto§ciowym
1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 40 uM biatka bufor

2 40 uM biatka 4mM SDS
3 40 uM biatka 8 mM SDS
4 40 uM bialka 12 mM SDS
5 40 uM bialka 16 MM SDS
6 40 M biatka 20 mM SDS
/ 40 uM bialka 40 mM SDS
8 40 .M biatka 60 mM SDS
9 40 M biatka 80 mM SDS
10 40 uM bialka 100 mM SDS

Widma dichroizmu kolowego z zakresu bliskiego ultrafioletu dla lizozymu

przedstawiono na Rysunku 43, albuminy na Rysunku 44 a dla o—laktoalbuminy na Rysunku 45.
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Rysunek 43. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 pM HEWL + bufor —
kolor czarny, 20 uM HEWL + 4 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM HEWL + 8 mM SDS - kolor zielony, 20 uM
HEWL + 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 pM HEWL + 16 mM SDS — kolor zétty, 20 uM HEWL + 20 mM
SDS —kolor brgzowy, 20 uM HEWL + 40 mM SDS — kolor szary, 20 uM HEWL + 60 mM SDS — kolor fioletowy,
20 uM HEWL + 80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM HEWL + 100 mM SDS — kolor rézowy.
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Rysunek 44. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 uM BSA + bufor —
kolor czarny, 20 uM BSA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA
+ 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM BSA + 16 mM SDS)- kolor zo6tty, 20 uM BSA + 20 mM SDS — kolor
brazowy, 20 uM BSA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM BSA + 60 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM BSA +
80 mM SDS - kolor pomaranczowy, 20 uM BSA + 100 mM SDS - kolor rézowy.
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Rysunek 45. Widma dichroizmu kotowego a—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 uM LALBA +
bufor — kolor czarny, 20 uM LALBA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM LALBA + 8 mM SDS — kolor
zielony, 20 uM LALBA + 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM LALBA + 16 mM SDS — kolor z6ity, 20 pM
LALBA + 20 mM SDS - kolor brgzowy, 20 uM LALBA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM LALBA + 60 mM
SDS - kolor fioletowy, 20 uM LALBA + 80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM LALBA + 100 mM SDS —
kolor rézowy.

Interpretujac widma dichroizmu kotowego lizozymu (Rysunek 43), albuminy (Rysunek
44) oraz o—laktoalbuminy (Rysunek 45) widaé¢, ze w przypadku wszystkich 3 biatek, SDS
wptywa na ich strukturg 1ll-rzgdowa. Obszar widm mozna podzieli¢ na dwie czesci — powyzej
1 ponizej 300 nm. Powyzej 300 nm, gdzie biatka nie absorbuja wszystkie widma pokrywaja sig.
Ponizej 300 nm, mozna wyr6zni¢ rejony, gdzie wplyw na widmo maja poszczegolne
aminokwasy aromatyczne. Dla wszystkich bialek wida¢, ze w zmiana w strukturze Ill-
rzedowej zachodzi w sgsiedztwie wszystkich trzech reszt aminokwasow aromatycznych. Dla
lizozymu najwigkszg zmiang¢ w wygladzie widma wida¢ dla st¢zenia SDS 2, 4, 6 oraz § mM,
czyli ponizej CMC SDS. W przypadku kazdego z tych stgzen widmo wyglada nico inaczej,
natomiast powyzej CMC, ksztatt widm dla wszystkich stgzen SDS, jest podobny. Dla albuminy,
we wszystkich stgzeniach SDS, niezaleznie czy ponizej czy powyzej CMC widma niemalze

pokrywaja si¢. Jedynym odstepstwem jest probka zawierajaca SDS w stg¢zeniu 2 mM. Mozna
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tutaj doj$¢ do podobnych wnioskéw jak w przypadku widm FUV — zmiany strukturalne
wywotywane przez SDS w albuminie, w bardzo niewielkim stopniu zalezg od jego Stezenia w
zakresie 4 mM — 40 mM. Najwigksza zmiang, obserwuje si¢ dla najwyzszego stgzenia SDS.
Dla a—laktoalbuminy, w przeciwienstwie do widm w zakresie FUV najwi¢ksza zmiane w
widmie, wida¢ dla najnizszego stezenia SDS. Wynika stad, ze zmiany strukturalne wywotane
stezeniami SDS ponizej CMC wywoluja wigkszg zmian¢ w widmach niz powyzej CMC. Moze
to oznaczac, ze pojedyncze czasteczki surfaktantu odgrywaja istotng role w zmianach struktury

I1l1-rzedowe;.

Widma absorpcji z zakresu bliskiego ultrafioletu dla lizozymu przedstawiono na
Rysunku 46, albuminy na Rysunku 47 a dla o—laktoalbuminy na Rysunku 48.
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Rysunek 46. Widma absorpcji lizozymu w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 uM HEWL + bufor — kolor czarny,
20 uM HEWL + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM HEWL + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM HEWL + 12
mM SDS - kolor niebieski, 20 uM HEWL + 16 mM SDS — kolor z6ity, 20 uM HEWL + 20 mM SDS — kolor
brazowy, 20 uM HEWL + 40 mM SDS — kolor szary, 20 uM HEWL + 60 mM SDS - kolor fioletowy, 20 uM
HEWL + 80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM HEWL + 100 mM SDS - kolor rézowy.
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Rysunek 47. Widma absorpcji albuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 uM BSA + bufor — kolor czarny,
(20 uM BSA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA + 12 mM
SDS — kolor niebieski, 20 pM BSA + 16 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM BSA + 20 mM SDS — kolor bragzowy, 20
puM BSA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM BSA + 60 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM BSA + 80 mM SDS
— kolor pomaranczowy, 20 uM BSA + 100 mM SDS — kolor rézowy.
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Rysunek 48. Widma absorpcji a—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 20 pM LALBA + bufor — kolor
czarny, 20 uM LALBA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM LALBA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM
LALBA + 12 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM LALBA + 16 mM SDS - kolor z6tty, 20 uM LALBA + 20 mM
SDS - kolor brgzowy, 20 uM LALBA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM LALBA + 60 mM SDS - kolor
fioletowy, 20 uM LALBA + 80 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM LALBA + 100 mM SDS — kolor ro6zowy.

Interpretujagc widma absorpcji wszystkich trzech biatek wida¢, ze zmieniajg si¢ one pod

wptywem SDS, co po raz kolejny potwierdza wptyw SDS na strukture I11-rzedowa biatek.

Podsumowujac dwa powyzsze podrozdziaty (3.2.1.1 oraz 3.2.1.2) dotyczace zmian w
strukturze 11— jak i Illl-rzedowej badanych biatek pod wptywem dodecylosiarczanu sodu,
widaé, ze SDS wplywa na oba rodzaje struktur, wszystkich 3 badanych biatek, ale w kazdym
przypadku w nieco inny sposéob. Dla obu struktur wida¢ zmiany ksztattu widma czystego biatka
wzgledem biatka z SDS, zmiany sg widoczne zaréwno ponizej jak i powyzej CMC, co oznacza,
ze wszystkie biatka wigzg 1 pojedyncze czasteczki surfaktantu i micele, a to z kolei moze
ponownie oznaczaé, ze istotng role¢ w zmianach konformacyjnych biatek, odgrywaja ich

oddziatywania z pojedynczymi czasteczkami SDS.
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3.2.2. Stabilno$¢ ukladu bialko—-SDS w czasie

Kolejna kwestig, ktora wymagata sprawdzenia, byta watpliwos¢, czy struktury, zarowno
I1—jak i lll-rzedowe biatek powstajace pod wptywem SDS sg stabilne W czasie czy wraz z jego
uptywem ulegaja kolejnym zmianom, dazac do osiagnigcia struktury koncowej. W celu
wyjasnienia tej watpliwosci wykonano serie eksperymentow z wykorzystaniem spektrometru
Chirascan Plus dla trzech biatek: lizozymu, albuminy i o—laktoalbouminy. Wykorzystywany byt
10 mM bufor fosforanowy o pH 7. Koncowe stezenie biatka dla pomiaréw FUV wynosito 10

uM, a dla NUV 20 uM. Schemat przygotowania probek zostal przedstawiony w Tabeli 15.

Tabela 15. Lista probek lizozymu (HEWL), albuminy (BSA) i a—laktoalbuminy (LALBA) do pomiaréw widm
dichroizmu kotowego i absorpcji (roztwor do pomiardéw powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym
1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM bialko bufor
2 20 uM biatko 6 mM SDS
3 20 uM biatko 20 mM SDS
4 40 uM biatko bufor
5 40 uM biatko 6 mM SDS
6 40 uM biatko 20 mM SDS

Rejestrowane byty widma dichroizmu kotowego, dla FUV w zakresie 185 nm — 250 nm
dla o—laktoalbuminy i lizozymu oraz 200 nm — 250 nm dla albuminy z uzyciem kuwety
absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1 mm a w NUV w zakresie 247 nm — 347 nm dla
wszystkich biatek, z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 10 mm. Kazde
widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skandéw, a nastgpnie kazde z nich
zostalo skorygowane o widmo buforu. Dla obu zakreséw wykonano po 4 serie pomiarowe, dla
FUV pomiar nastepowat bezposrednio po zmieszaniu reagentow, po 60, 180 oraz 270 minutach,
a dla NUV po 90, 210 oraz 300 minutach.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu lizozymu, zostaty

przedstawione na Rysunku 49. Poddano je rowniez dekonwolucji, za pomocg programu
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BeStSel, w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegolnych elementow struktury

ll-rzedowej. Wyniki znajdujg si¢ w Tabeli 16.

195 210 225 240 255
A [nm]

Rysunek 49. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie dalekiego ultrafioletu 20 uM HEWL + bufor —
kolor czarny. Gérny panel: 20 uM HEWL + 6 mM SDS, dolny panel: 20 uyM HEWL + 20 mM SDS. | seria — kolor
czerwony, Il seria — kolor niebieski, 111 seria — kolor zielony, IV seria — kolor zotty.
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Tabela 16. Srednie procentowe zawarto$ci poszczegodlnych elementdéw struktury ll-rzedowej lizozymu (HEWL),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM HEWL + bufor, 20 uM HEWL + 6 mM SDS oraz 20
uM HEWL + 20 mM SDS.

Prébka
Element
struktury Seria
ll-rze¢dowej 20pyM HEWL + | 20uM HEWL+ | 20 M HEWL +
bufor 6 mM SDS 20 mM SDS

I 28,1 28,0
I 29,3 27,7

a-helisa 259
11 27,9 27,1
AV 27,5 27,5
I 13,0 12,7
[ 12,1 13,6

B-kartka 11,9
11 12,9 14,2
v 14,1 13,9
I 14,5 14,1
[ 14,0 14,3

petla 16,2
11 14,5 14,3
v 14,4 14,2
I 44 4 45,2
f.n* [ 46,0 44,6 445
11 44,6 44,3

105



\Y, 44,0 44.4

*fragmenty nieustrukturyzowane

Interpretujagc wyniki eksperymentu, mozna stwierdzi¢, ze widma pokrywaja si¢ a
zawartosci procentowe sktadowych struktur drugorzedowych utrzymuja si¢ w czasie na
podobnym poziomie. Mozna wnioskowaé, ze struktura ll-rzgdowa, ktora przyjmuje lizozym
zaraz po zmieszaniu z SDS, o stezeniu zaréwno ponizej jak i powyzej CMC, jest struktura

stabilng, ktora nie zmienia si¢ w czasie co najmniej 270 minut.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla albuminy,
zostaty przedstawione na Rysunku 50. One réwniez zostaly poddane dekonwolucji, za pomoca
programu BeStSel, w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegdlnych elementow

struktury ll-rzgdowej w biatku. Wyniki znajduja si¢ w Tabeli 17.
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Rysunek 50. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu 20 uM BSA + bufor —
kolor czarny. Gérny panel: 20 uM BSA + 6 mM SDS, dolny panel: 20 uM BSA + 20 mM SDS. | seria — kolor
czerwony, Il seria — kolor niebieski, 111 seria — kolor zielony, 1V seria — kolor zotty.
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Tabela 17. Srednie procentowe zawartosci poszczegdlnych elementow struktury ll-rzedowej albuminy (BSA),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 pM BSA + bufor, 20 uM BSA + 6 mM SDS oraz 20 uM

BSA + 20 mM SDS.

Probka
Element
struktury Seria
ll-rz¢dowej 20 b BSA + but 20 uM BSA + 20 uM BSA +
: wor 6 MM SDS 20 mM SDS
I 43,7 43,6
I 52,6 42,5
a-helisa 57,1

Il 514 53,6

v 56,3 63,9

I 0 2,6

I 12,0 54

B-kartka 0

Il 2 2,0

v 2,1 10,6

I 57 7,3

I 11,3 8,4

petla 7,3

Il 7,5 4,2

v 3,8 2,6

I 50,6 46,5

f.n.* I 35,6 24,1 43,7
Il 39,1 40,1

107




\Y 37,8 22,9

*fragmenty nieustrukturyzowane

Podobnie jak w przypadku lizozymu wida¢, ze widma dichroizmu kotowego albuminy
ze wszystkich serii pokrywajg si¢ natomiast zawartosci procentowe poszczegolnych elementow
struktury drugorzedowej, sa mocno zréznicowane. Pojawia si¢ ten sam problem, ktory zostat
opisany w poprzednim rozdziale dotyczacym analizy zmian struktury ll-rzgdowej alouminy —
ponizej 200 nm wida¢, ze widma si¢ rozbiegaja i sa ,,poszarpane” a warto$¢ absorbancji sigga
wysoko ponad warto$¢ 2. Ponadto warto$¢ parametru RMSD podczas fitowania w programie
BeStSel siggata wartosci 2. Mimo tego, na podstawie samych widm dichroizmu kotowego,
mozna wnioskowaé, ze struktura I|l-rzedowa, ktora przyjmuje biatko pod wpltywem
natychmiastowego kontaktu z SDS (ponizej jak 1 powyzej CMC) jest strukturg stabilng, ktora

nie zmienia si¢ w czasie co najmniej 270 minut.

Widma dichroizmu kolowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla o—
laktoalbuminy, zostaty przedstawione na Rysunku 51. Podobnie jak w przypadku dwoéch
poprzednich biatek, zostaty one poddane dekonwolucji, za pomocg programu BeStSel, w celu
sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$§¢ poszczegélnych elementdéw struktury ll-rzedowej w

czasie. Wyniki znajdujg si¢ w Tabeli 18.
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Rysunek 51. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu 20 uM LALBA +
bufor — kolor czarny. Gorny panel: 20 uM LALBA + 6 mM SDS, dolny panel: 20 uM LALBA + 20 mM SDS. |
seria — kolor czerwony, Il seria — kolor niebieski, 111 seria — kolor zielony 1V, seria — kolor z6tty.

Tabela 18. Srednie procentowe zawartosci poszczegélnych elementow struktury ll-rzgdowej a—laktoalbuminy
(LALBA), uzyskane za pomoca programu BeStSel dla probek: 20 uM LALBA + bufor, 20 uM LALBA + 6 mM
SDS oraz 20 uM LALBA + 20 mM SDS.

Probka
Element
struktury Seria
ll-rze¢dowej 20 yM LALBA+ | 20 uM LALBA + | 20 uM LALBA +
bufor 6 mM SDS 20 mM SDS
I 34,9 34,4
a-helisa 22,5
1 32,5 34,4
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i 34,7 34,2
v 35,7 34,6
I 9,8 9,7
I 14,1 10,3
B-kartka 20,5
i 11,7 10,0
\Y; 9,3 9,9
I 12,7 12,7
I 9,3 12,2
petla 12,6
i 11,3 12,7
v 12,5 12,6
I 42,6 43,2
I 441 43,1
f.n.* 444
i 42,3 43,1
v 42,6 43,0

*fragmenty nieustrukturyzowane

Interpretujagc uzyskane dla o-—laktoalbuminy wyniki mozna stwierdzi¢, ze widma
dichroizmu kotowego dla stgzenia SDS powyzej CMC (Rysunek 51, dolny panel) ze
wszystkich serii pomiarowych pokrywaja si¢, a wartosci procentowe zawartoSci
poszczeg6lnych elementow struktury ll-rzgdowej dla wszystkich widm sg poréwnywalne.
Pozwala to wysuna¢ podobny wniosek jak w przypadku dwoch poprzednich bialek, ze struktura
II-rzgdowa, ktorg przyjmuje biatko pod wpltywem natychmiastowego kontaktu z SDS w
stezeniu powyzej CMC, jest strukturg stabilng, ktora nie zmienia si¢ w czasie, przez co najmniej
270 minut. Nieco inaczej sytuacja wyglada w przypadku eksperymentu, w ktory stezenie SDS,
bylto ponizej CMC (Rysunku 59, gérny panel). Wida¢, ze nie wszystkie widma si¢ pokrywaja,

widmo po 60 minutach ma nizszy sygnat od widma zmierzonego bezposrednio po zmieszaniu
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reagentow, a to zmierzone po 180 minutach, ma sygnat jeszcze nizszy niz dwa poprzednie. Co
ciekawe, widmo uzyskane po 270 minutach, pokrywa si¢ z widmem zmierzonym bezposrednio
po zmieszaniu obu reagentdw. Mozna przypuszczaé, ze struktura ll-rzgdowa, ktora przyjmuje
biatko pod wplywem natychmiastowego kontaktu z SDS, gdy jego stezenie jest ponizej] CMC,
jest strukturg niestabilng, ktora zmienia si¢ w czasie i swojg stabilno$¢ uzyskuje dopiero po 270

minutach.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla lizozymu,

zostaly przedstawione na Rysunku 52 a dla alouminy na Rysunku 53.

1 | 1 \ I I
260 280 300 320 340

A [nm]

Rysunek 52. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie bliskiego ultrafioletu 20 uM HEWL + 6 mM
SDS - kolor czarny. Gérny panel: 20 uM HEWL + 6 mM SDS, dolny panel: 20 uM HEWL + 6 mM SDS. | seria
— kolor czerwony, Il seria— Kkolor niebieski, 111 seria — kolor zielony, IV seria — kolor zotty.
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Rysunek 53. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu 40 uM BSA + bufor — kolor
czarny. Gorny panel: 40 uM BSA + 6 mM SDS, dolny panel: 40 uM BSA +20 mM SDS. | seria— kolor czerwony,
Il seria — kolor niebieski, 11 seria — kolor zielony, 1V seria — kolor zo6tty.

Widma dichroizmu kotowego NUV dla lizozymu (Rysunek 52) jak i albuminy
(Rysunek 53) ze wszystkich serii pomiarowych pokrywaja si¢, mozna, zatem wnioskowac, ze
struktura Ill-rzedowa, podobnie jak struktura ll-rzedowa tych bialek, ktorg przyjmujg one pod
wplywem natychmiastowego kontaktu z SDS, w st¢zeniu ponizej 1 powyzej CMC, jest struktura

koncowa, ktora nie zmienia si¢ w czasie, przez co najmniej 300 minut.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla o—

laktoalbuminy, zostaty przedstawione na Rysunku 54.
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Rysunek 54. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu 40 uM LALBA +
bufor — kolor czarny. Gorny panel: 40 uM LALBA + 6 mM SDS, dolny panel: 40 uM LALBA + 20 mM SDS. |
seria — kolor czerwony, Il seria — kolor niebieski, 111 seria — kolor zielony, 1V seria — kolor z6tty.

Dla a—laktoalbuminy, podobnie jak w przypadku widm dichroizmu kotowego z zakresu
FUV, wida¢, ze widma nie pokrywaja si¢. Roznice sag widoczne przy stezeniu SDS ponizej i
powyzej] CMC. W przypadku, gdy stezenie jest ponizej CMC (Rysunku 54, gorny panel),
widma uzyskane bezposrednio po zmieszaniu obu reagentow, po 90 oraz 210 minutach
pokrywaja si¢, natomiast widmo uzyskane po 300 minutach odbiega od pozostatych. Pozwala
to stwierdzi¢, ze struktura Ill-rzedowa, ktoéra przyjmuje biatko pod wpltywem
natychmiastowego kontaktu z SDS w stezeniu powyzej CMC, nie jest stabilng strukturg
koncowa. Takg strukture biatko przyjmuje prawdopodobnie dopiero po 300 minutach po
zmieszaniu z roztworem SDS. Nie mozna jednak jednoznacznie stwierdzié, ze ta struktura jest
strukturg koncowa i nie ulega kolejnym zmianom, gdyz nie wykonano widma po uptywie
kolejnych minut, natomiast mozna uzna¢, ze struktura o—laktoalbuminy pod wplywem SDS
zmienia si¢ w czasie. Podobne wnioski mozna wysung¢ w przypadku, gdy stezenie SDS jest

powyzej CMC (Rysunku 54, dolny panel), co prawda réznice w wygladzie widm nie sg az tak
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duze jak w przypadku stezenia SDS ponizej CMC, ale widma nie pokrywajg si¢. Zmian w
wygladzie widm dichroizmu kotowego, nie mozna wyja$nia¢ agregacja biatka. Przy dtugosci
fali 350 nm nie wida¢ podniesionego tta absorpcji (Rysunek 55), co $§wiadczy o braku
rozpraszania §wiatla, a to prowadzi do wniosku, ze w badanych probkach nie pojawiajg si¢

agregaty.
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Rysunek 55. Widma absorpcji o—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu 40 pM LALBA + bufor — kolor
czarny. Gorny panel: 40 uM LALBA + 6 mM SDS, dolny panel: 40 uM LALBA + 20 mM SDS. | seria— kolor
czerwony, Il seria — kolor niebieski, 111 seria — kolor zielony, 1V seria — kolor zotty.

Podsumowujac, nie mozna przyjac, ze dla wszystkich biatek 1 stezen SDS, struktura
- jak i Ill-rzedowa, ktora przyjmuje dane biatko w wyniku interakcji z SDS, jest stabilng
strukturg koncowa. Dla lizozymu i albuminy najprawdopodobniej tak, natomiast w przypadku

a—laktoalbuminy, zaréwno struktura Il jak i 1ll-rzedowa zmienia si¢ w czasie.
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3.2.3. Wplyw procedury przygotowania roztworéw na widma dichroizmu kolowego -

lizozymu, albuminy i a—laktoalbuminy

Wykonano seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem spektrometru Chirascan Plus,
analogicznych do tych opisanych w rozdziale 3.1., dla 3 biatek: lizozymu, albuminy i o—
laktoalbuminy, celem sprawdzenia, czy widma dichroizmu kotowego biatek zalezg od metody
przygotowania roztwordw. Przygotowano probki do pomiaréw zaréwno jednoetapowg metoda
podstawowg jak i dwuetapowg metoda alternatywng. Wykorzystywany byt 10 mM bufor
fosforanowy o pH 7. Koncowe stezenie biatka dla pomiarow FUV wynosito 10 uM, a dla NUV
20 uM. Schemat przygotowania probek zostal przedstawiony w Tabeli 19.

Tabela 19. Lista probek lizozymu (HEWL), albuminy (BSA) i o—laktoalouminy (LALBA) do pomiarow widm

dichroizmu kotowego i absorpcji przygotowanych zgodnie z procedura podstawowa oraz alternatywna (roztwor
do pomiaréw powstawat poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 20 uM bialko bufor

2 20 uM biatko 80 mM SDS
3 20 uM biatko — 6 mM SDS 74 mM SDS
4 20 uM biatko — 20 mM SDS 60 mM SDS
5 40 pM biatko bufor

6 40 uM biatko 80 mM SDS
7 40 uM biatko — 6 mM SDS 74 mM SDS
8 40 uM biatko — 20 mM SDS 60 mM SDS

Rejestrowane byty widma dichroizmu kotowego, dla FUV w zakresie 180 nm — 250 nm
dla a—laktoalbuminy i lizozymu oraz 190 nm — 250 nm dla albuminy z uzyciem kuwety
absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1 mm a w NUV w zakresie 247 nm — 347 nm dla
wszystkich biatek z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dtugosci drogi optycznej 10 mm. Kazde
widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skanow dla lizozymu 1 o—

laktoalbuminy 1 po 6 dla albuminy. Dla obu zakreséw wykonano po dwie serie pomiarowe,
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czyli pomiar nastgpowal bezposrednio po zmieszaniu reagentow (I seria) oraz po ok. 270
minutach (Il seria). Wszystkie widma zarowno dichroizmu kotowego zostaty skorygowane o

widmo buforu.

Widma dichroizmu kolowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla lizozymu,
zostaty przedstawione na Rysunku 56, dla albuminy na Rysunku 57 a dla a—laktoalbuminy na
Rysunku 58. Wszystkie widma zostaty poddane dekonwolucji, za pomocg programu BeStSel,
w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegoélnych elementow struktury Il-
rzedowej w biatku. Wyniki znajduja si¢ w tabelach kolejno: lizozym — Tabela 20, albumina —

Tabela 21 oraz a—laktoalbumina — Tabela 22.
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Rysunek 56. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 uM HEWL + bufor —
kolor czarny, 20 pM HEWL + 80 mM SDS — kolor zielony, 20 pM HEWL-6 mM SDS + 74 mM SDS - kolor
czerwony, 20 uM HEWL-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagte, Il seria — linie
przerywane. A — wszystkie probki, B-D — poszczegolne probki.
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Rysunek 57. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 uM BSA + bufor —
kolor czarny, 20 uM BSA + 80 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA-6 mM SDS + 74 mM SDS — kolor czerwony,
20 uM BSA-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagte, Il seria — linie przerywane.
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Rysunek 58. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbouminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: 20 uM LALBA +
bufor — kolor czarny, 20 pM LALBA + 80 mM SDS — kolor zielony, 20 uM LALBA-6 mM SDS + 74 mM SDS
— kolor czerwony, 20 uM LALBA-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciggte, Il seria —
linie przerywane.
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Tabela 20. Srednie procentowe zawarto$ci poszczegdlnych elementoéw struktury ll-rzedowej lizozymu (HEWL),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM HEWL + bufor, 20 uM HEWL + 80 mM SDS, 20 uM
HEWL-6 mM SDS + 74 mM SDS oraz 20 pM HEWL-20 mM SDS + 60 mM SDS.

Probka
Element
struktury Seria
I1-rzedowej 20 M HEWL | 20 uM HEWL 20 pyM HEWL-6 | 20 ptM HEWL-20
mM SDS + mM SDS +
* bufor " 89 MM SbS 74 mM SDS 60 mM SDS
I 30,1 29,3 29,0
a-helisa 26,7
I 28,4 28,9 29,0
I 10,8 12,7 11,9
p-kartka 10,2
I 12,5 11,8 11,6
I 14,2 14,3 14,2
petla 14,8
I 14,4 14,2 14,4
I 44,9 44,7 449
f.n.* 48,4
I 44,7 44,6 44,9

*fragmenty nieustrukturyzowane
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Tabela 21. Srednie procentowe zawartosci poszczegdlnych elementow struktury ll-rzedowej albuminy (BSA),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM BSA + bufor, 20 uM BSA + 80 mM SDS, 20 uM
BSA-6 mM SDS + 74 mM SDS oraz 20 uM BSA-20 mM SDS + 60 mM SDS.

Probka
Element
struktury Seria
ll-rzedowej 20 uM BSA + | 20 v Bsa + | 20MM BSA-6 | 20 pM BSA-20
"b . 80" Vaps | MMSDS+ mM SDS +
or " 74mMSDS | 60 mM SDS
I 46,2 45,8 48,4
a-helisa 58.3
I 47,5 57,0 44,6
I 13,9 0 1,3
p-kartka 0
I 10,7 26,9 13,3
| 11,7 6,4 4,7
petla 7,1
I 10,6 16,1 11,2
I 28,2 47,8 45,6
f.n.* 34,6
I 31,2 0 30,9

*fragmenty nieustrukturyzowane
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Tabela 22. Srednie procentowe zawartosci poszczegélnych elementow struktury ll-rzedowej o—laktoalbuminy
(LALBA), uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM LALBA + bufor, 20 uM LALBA + 80 mM

SDS, 20 uM LALBA-6 mM SDS + 74 mM SDS oraz 20 pM LALBA-20 mM SDS + 60 mM SDS.

Probka
Element
struktury Seria
I1-rzedowej 20 sM LALBA + | 20 uM LALBA 20 pM LALBA-6 | 20 pM LALBA-20
bufor +80 mM SDS mM SDS + MM SDS
74 mM SDS 60 mM SDS
I 33,6 34,4 34,3
a-helisa 23,7
I 34,2 34,6 34,6
I 10,8 10,4 10,5
p-kartka 19,9
I 10,3 10,0 10,3
I 12,8 12,8 12,4
petla 13,0
I 12,8 12,8 12,7
I 42,8 42,4 42,8
f.n.* 43,4
I 42,7 42,6 42,4

*fragmenty nieustrukturyzowane

Interpretujac uzyskane widma dichroizmu kotowego w zakresie FUV dla albuminy oraz

a—laktoalbuminy, a takze procentowe zawartosci poszczegdlnych elementow struktury 1l—

rzedowej mozna stwierdzi¢, ze w przypadku obu bialek, procedura przygotowania roztworow

do pomiaru widm dichroizmu kotowego, czy to metoda podstawowa, jednoetapowa czy metoda

alternatywna, dwuetapowa, w ktorej roztwor biatka zawierat juz pewng ilo§¢ SDS, nie wptywa

na widmo dichroizmu kotowego, a tym samym nie wptywa na to, jaka strukture Il-rzedowa

przyjmie biatko po interakcji z SDS. Natomiast interpretujagc widma dichroizmu kolowego

lizozymu przedstawione na Rysunku 56B (probka przygotowana metoda podstawowg) widac,

ze struktura osiggnieta przez to biatko bezposrednio po zmieszaniu obu reagentoOw jest inna niz

struktura, ktorg przyjmuje biatko po uptywie 270 minut od zmieszania. W przypadku probek,

121




ktorych widma zostaly umieszczone na Rysunku 56C i 56D (probki przygotowane metoda
alternatywng), widma zmierzone bezposrednio po zmieszaniu, jak i te wykonane po 270
minutach — pokrywaja si¢. W tych eksperymentach, st¢zenie konicowe SDS jest znacznie
powyzej CMC 1 wynosi 40 mM, a w przypadku eksperymentéw zawartych w rozdziale 3.4.2.
opisujacym badania stabilnosci uktadu biatko—-SDS w czasie, (z ktorych wynikato, ze struktura
jaka przyjmuje lizozym bezposrednio zmieszaniu z SDS jest taka sama jak po uptywie 270
minut) zastosowane koncowe stezenie SDS wynosito 10 mM. Moze to oznaczaé, ze w
przypadku lizozymu, struktura Il-rzedowa, jakg przyjmuje biatko bezposrednio po interakcji z
SDS, w stezeniu znacznie przekraczajagcym CMC, nie jest jego stabilng koncowa struktura, a
zmienia si¢ w czasie, w konsekwencji mozna wysunaé wniosek, ze to, po jakim czasie biatko

osiggna koncowa stabilng strukture, zalezy rowniez od stezenia surfaktantu.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla lizozymu

oraz albuminy zostaty przedstawione kolejno na Rysunku 59 a dla albuminy na Rysunku 60.
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Rysunek 59. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie bliskiego ultrafioletu: 40 uM HEWL + bufor —
kolor czarny, 40 pM HEWL + 80 mM SDS — kolor zielony, 40 pM HEWL-6 mM SDS + 74 mM SDS - kolor
czerwony, 40 uM HEWL-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciagle, Il seria — linie
przerywane.
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Rysunek 60. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 40 pM BSA + bufor —
kolor czarny, 40 uM BSA + 80 mM SDS — kolor zielony, 40 uM BSA-6 mM SDS + 74 mM SDS — kolor czerwony,
40 uM BSA-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria— linie ciagle, Il seria— linie przerywane.

Interpretujac uzyskane widma dichroizmu kolowego w zakresie NUV dla lizozymu i
albuminy wida¢, ze w przypadku tych biatek, procedura przygotowania probek do pomiaréw
widm dichroizmu kotowego, czy to metoda podstawowa, jednoetapowa czy alternatywna,
dwuetapowa, nie wptywa na wyglad widma, a tym samym nie wptywa na to, jaka strukture 11—

rzedowa przyjmie biatko po interakcji z SDS.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla o—

laktoalbuminy zostaly przedstawione na Rysunkach 61 oraz 62.
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Rysunek 61. Widma dichroizmu kotowego a—laktoalbouminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: 40 uM LALBA +
bufor — kolor czarny, 40 uM LALBA + 80 mM SDS — kolor zielony, 40 uM LALBA-6 mM SDS + 74 mM SDS
— kolor czerwony, 40 uM LALBA-20 mM SDS + 60 mM SDS — kolor niebieski. | seria — linie ciggte, Il seria —
linie przerywane. A — wszystkie probki, B-D — poszczegdlne probki.
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Rysunek 62. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu w | serii
(bezposrednio po zmieszaniu): 40 uM LALBA + bufor — kolor czarny, 40 uM LALBA + 80 mM SDS — kolor
zielony, 40 uM LALBA-6 mM SDS + 74 mM SDS — kolor czerwony, 40 uM LALBA-20 mM SDS + 60 mM
SDS - kolor niebieski.

Poréwnujac widma dichroizmu kolowego, ktore zostaly przedstawione na Rysunku 61,
wida¢, ze widma uzyskane metoda podstawowa, r6znig si¢ od widm uzyskanych metoda
alternatywng. Mozna zatem wnioskowac¢, ze struktura Ill-rzgdowa, jaka przyjmuje o—
laktoalbumina pod wptywem interakcji z SDS zalezy od sposobu osiggnigcia koncowego
stezenia surfaktantu w roztworze. Ponadto, co wida¢ na Rysunku 62 widma zmierzone
bezposrednio po zmieszaniu roztworu biatka z roztworem SDS, niezaleznie, ktora z metod, oraz
widma po uptywie 270 minut nie pokrywaja si¢, co oznacza, ze struktura lll-rzedowa o—
laktoalbuminy pod wptywem SDS zmienia si¢ w czasie — potwierdza to juz wczesniejsze

wnioski z rozdziatu 3.4.2.

Podsumowujac, zmiany zachodzace w strukturze ll-rzedowej pod wpltywem SDS,
zbadane dla trzech bialek: lizozymu, albuminy oraz a—laktoalbuminy nie zaleza od procedury

prowadzacej do osiagnigcia koncowego stezenia SDS w roztworze. W przypadku struktury 11—
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rzedowej lizozymu i albuminy réwniez nie zalezg od procedury prowadzacej do osiggnigcia
koncowego stezenia surfaktantu w roztworze, natomiast w przypadku a—laktoalouminy — tak.
Widaé, ze zmiany wywotywane przez SDS w strukturze Il- i Ill-rzgdowej moga zachodzi¢
zupelnie niezaleznie od siebie przy takich samych warunkach eksperymentu. Dodatkowo,
wplyw procedury przygotowania probek wplywa inaczej na rdézne biatka — nie ma jednej

uniwersalnej $ciezki.

3.2.4. Wplyw sily jonowej roztworu na zmiany strukturalne lizozymu, albuminy i- —

laktoalbuminy indukowane przez SDS

Ja juz zostalo wspomniane, niezwykle istotnym elementem, wplywajacym na
zachodzace w biatku pod wpltywem dodecylosiarczanu sodu zmiany strukturalne, jest sita
jonowa roztworu, ktoéra wplywajac na warto§¢ CMC danego surfaktantu warunkuje jego
wigzanie do biatka i wszystkie nast¢pne zjawiska z tym zwigzane. Jony niskoczasteczkowe;j
soli, ekranuja oddzialywania elektrostatyczne w ukladzie. W celu sprawdzenia wplywu sity
jonowej na interakcje biatek z SDS wykonano seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem
spektrometru Chirascan Plus, dla 3 biatek: lizozymu, albuminy i o—laktoalbuminy.
Wykorzystywany byt 10 mM bufor fosforanowy o pH 7. Koncowe stezenie bialka dla
pomiaré6w FUV wynosito 10 uM, a dla NUV 20 uM. Wykorzystano 6 réznych sit jonowych
rozpuszczalnika: 0 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM oraz 250 mM. Schemat

przygotowania probek zostal przedstawiony w Tabeli 23.

Tabela 23. Lista probek lizozymu (HEWL), albuminy (BSA) i o—laktoalouminy (LALBA) do pomiarow widm
dichroizmu kotowego (roztwor do pomiaréw powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1
roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 M biatko bufor
2 20 uM biatko 6 mM SDS
3 20 uM biatko 20 mM SDS
4 20 uM biatko 80 mM SDS
5 40 uM biatko bufor
6 40 uM biatko 6 mM SDS
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7 40 uM bialko

20 mM SDS

8 40 uM biatko

80 mM SDS

Rejestrowane byly widma dichroizmu kotowego: dla FUV w zakresie 200 nm — 250 nm
dla a—laktoalbuminy i lizozymu (analiza od 200 nm) oraz 205 nm — 250 nm dla albuminy z
uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 1 mm, dla NUV w zakresie 247 nm
— 347 nm dla wszystkich bialek z uzyciem kuwety absorpcyjnej o dlugosci drogi optycznej 10
mm. Kazde widmo uzyskano poprzez usrednienie 20 pojedynczych skanow dla lizozymu i a—

laktoalbuminy i po 6 dla albuminy. Wszystkie widma zaréwno dichroizmu kotowego zostaty

skorygowane o widmo buforu.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla lizozymu,
zostaly przedstawione na Rysunku 63, oraz zostalty poddane dekonwolucji, za pomoca

programu BeStSel, w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegdlnych elementéw

struktury ll-rzedowej w biatku. Wyniki zostaty umieszczone w Tabeli 24.
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Rysunek 63. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie dalekiego ultrafioletu. A — 20 uM HEWL +
bufor, B—20 uM HEWL + 6 mM SDS, C —20 pM HEWL + 20 mM SDS, D —20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita
jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200
mM — Kolor z6tty, 250 mM — kolor r6zowy.

Tabela 24. Srednie procentowe zawartosci poszczegélnych elementow struktury Il-rzedowej lizozymu (HEWL),
uzyskane za pomocg programu BeStSel dla probek: 20 uM HEWL + bufor, 20 uM HEWL + 6 mM SDS, 20 uM
HEWL + 20 mM SDS oraz 20 uM HEWL + 80 mM SDS.

Warto$é Probka
Element
sity
struktury ) )
jonowej
ll-rzedowej 20 pM 20 uM 20 pM 20 uM
[mM] HEWL + HEWL +6 | HEWL +20 | HEWL +80
bufor mM SDS mM SDS mM SDS
) 0 26,6 26,6 27,9 27,2
a-helisa
50 22,7 28,3 24 .4 249
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100 24,3 28,1 25,9 26,7
150 26,6 26,8 26,6 27,6
200 24,4 26,9 28,9 28,9
250 22,3 26,4 26,7 26,4
0 15,9 17,2 16,2 16,4
50 18,6 14,4 17,6 17,3
8 Kartka 100 16,6 15,6 15,8 17,7
150 16,9 16,6 16,9 15,8
200 15,3 15,0 13,6 11,4
250 15,4 16,0 13,2 17,0
0 13,6 13,1 13,4 13,4
50 14,1 13,1 13,1 13,9
100 14,5 13,2 12,8 131
petla
150 13,4 12,8 13,4 13,7
200 14,4 14,0 13,7 14,6
250 15,0 12,8 14,7 13,6
0 43,9 43,1 42,4 43,0
50 44,6 44,2 449 43,9
f.n> 100 447 43,0 45,5 42,5
150 43,2 43,8 43,2 42,8
200 45,9 442 43,7 45,1
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250 47,3 44,7 45,4 43,0

*fragmenty nieustrukturyzowane

Interpretujagc widma umieszczone na Rysunku 64A oraz wyniki w Tabeli 24, wida¢, ze
dla czystego biatka, sita jonowa wptywa na strukture 11— rzedowa biatka. Jednak niezaleznie od
stezenia SDS w zakresie 50 mM — 250 mM wywoluje taka samg zmiang. Interpretujac wyniki
dla probek zawierajacych 3 rozne stezenia SDS (Rysunek 64B-D), mozna zauwazy¢, ze dla
wszystkich trzech stezen najwigcksza zmiane w wygladzie widma dichroizmu kolowego
wywotuje sita jonowa 200 mM za$ najmniejszg 100 mM, co rowniez wida¢ po procentowych
zawartosciach poszczeg6lnych elementow struktury Il-rzgdowej. W przypadku pozostatych

wartosci sity jonowej, brak jest regularnej zalezno$ci zmian struktury od tych parametrow.

Widma dichroizmu kolowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla o—
laktoalbuminy zostaty przedstawione na Rysunku 64 oraz zostaty poddane dekonwolucji, za
pomoca programu BeStSel, w celu sprawdzenia, jak zmienita si¢ zawarto$¢ poszczegdlnych

elementow struktury ll-rzgdowej w biatku. Wyniki znajduja si¢ w Tabeli 25.
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Rysunek 64. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: A — 20 uM
LALBA + bufor, B —20 uM LALBA + 6 mM SDS, C —20 uM LALBA + 20 mM SDS, D —20 uM LALBA + 80
mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — Kolor zielony, 150 mM — kolor
niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor r6zowy.

Tabela 25. Srednie procentowe zawartosci poszczegélnych elementow struktury ll-rzgdowej a—laktoalbuminy
(LALBA), uzyskane za pomoca programu BeStSel dla probek: 20 uM LALBA + bufor, 20 uM LALBA + 6 mM
SDS, 20 uM LALBA + 20 mM SDS oraz 20 uM LALBA + 80 mM SDS.

Wartos¢é Probka
Element
sity
struktury ) )
| jonowej
ll-rze¢dowej [MM] | 20#MLALBA | 20 M LALBA | 20 uM LALBA | 20 iM LALBA
+ bufor +6mMSDS | +20mMSDS | +80mM SDS
) 0 18,8 33,3 31,3 31,8
a-helisa
50 19,6 31,3 32,1 33,9
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100 21,1 31,6 31,6 32,3
150 23,3 31,8 31,2 32,2
200 22,6 34,2 33,0 32,8
250 24,9 274 30,6 28,7
0 19,4 12,8 13,3 13,2
50 17,5 14,9 12,2 12,0
kartka 100 19,7 14,0 14,4 14,5
150 16,2 13,3 11,9 12,9
200 16,6 11,3 12,6 13,0
250 14,1 15,1 14,8 15,6
0 13,6 11,7 12,7 11,5
50 13,5 12,2 12,2 11,5
100 133 11,8 12,7 11,5
petla
150 13,4 10,9 10,8 11,3
200 14,4 12,7 12,7 12,4
250 13,4 12,7 12,1 13,7
0 48,2 42,2 41,7 43,5
50 49,4 41,5 435 42,6
f.n* 100 45,9 42,6 41,2 41,7
150 47,1 44,0 46,0 435
200 46,4 43,5 41,7 41,8
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250 47,7 449 42,5 42,0

*fragmenty nieustrukturyzowane

Interpretujagc widma dichroizmu kotowego z zakresu FUV uzyskane dla czystej a—
laktoalbuminy 1 umieszczone na Rysunku 65A wida¢, ze w przypadku tego biatka dopiero sita
jonowa réwna 100 mM wywotuje zmiang w strukturze ll-rzedowej, powyzej tej wartosci
mozna zauwazy¢ tendencje, ze wraz ze wzrostem sity jonowej roztworu zmiany w strukturze
Il-rzgdowej sg wicksze (patrz Tabela 26). W przypadku probek zawierajacych SDS wida¢, ze
stezenia 3 mM oraz 40 mM (w sile jonowej 0 mM s3 to st¢zenia ponizej oraz znacznie powyzej
CMC) najwigkszg zmian¢ w strukturze ll-rzedowej wywotuje najwyzsza sita jonowa — 250
mM. W przypadku probki, gdzie stezenie SDS wynosito 10 mM, najwigksza zmian¢ wywoluje
sita jonowa 150 mM, pozostale zmiany sg podobne — widma prawie si¢ pokrywaja a warto$ci

procentowe sa na bardzo zblizonym poziomie.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu dalekiego ultrafioletu uzyskane dla albuminy,
zostaty przedstawione na Rysunku 65 natomiast nie zostaty poddane dekonwolucji, za pomoca
programu BeStSel, gdyz byly mierzone od 205 nm, a program nie oferuje takiego zakresu
dekonwolucji. Widma ponizej 205 nm nie mogty by¢ rejestrowane przy sile jonowej od 50 mM,
gdyz absorbancja byta na tyle wysoka (powyzej wartosci 8), ze rejestracja sygnatu CD byla

niemozliwa.
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Rysunek 65. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie dalekiego ultrafioletu: A— 20 uM BSA + bufor,
B —-20 uM BSA + 6 mM SDS, C -20 uM BSA +20 mM SDS, D —20 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM
— kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor
761ty, 250 mM - kolor rézowy.

Interpretujac widma dichroizmu kotowego przedstawione na Rysunku 65 dla albuminy,
wida¢, ze efekt sily jonowej wplywajacy na zmiang w strukturze ll-rzgdowej bialka, jest
znacznie mniejszy niz dla 2 poprzednich bialek. Sila jonowa w bardzo niewielkim stopniu
wplywa na strukture albuminy, widma si¢ pokrywaja, delikatnie odbiega widmo, gdzie sita
jonowa roztworu byla najwyzsza, tj. 250 mM. Podobnie jest dla probki, gdzie stezenie SDS
byto najwyzsze, wida¢ zmiang¢ w wygladzie widm dichroizmu kotowego pomigdzy réznymi
sitami jonowymi roztworu, jednak zmiany te nie sg duze, w istocie obejmujg obszar w okolicy
220 nm, co wskazuje, ze sitg jonowa wptywa na zmiang struktury ll-rzgdowej albuminy pod

wptywem SDS poprzez zmiang gldwnie zawartosci frakcji a-helis.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla lizozymu,

zostaty przedstawione na Rysunku 66.
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Rysunek 66. Widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie bliskiego ultrafioletu: A — 40 uM HEWL +
bufor, B — 40 uM HEWL + 6 mM SDS, C —40 uM HEWL + 20 mM SDS, D —40 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita
jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200
mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor rozowy.

Interpretujac widma dichroizmu kotowego lizozymu w zakresie NUV z Rysunku 66,
wida¢, ze w przypadku wszystkich probek, najwigksza zmiane obserwuje sie, gdy sita jonowa
roztworu wynosi 100 mM. W przeciwienstwie do wynikow z zakresu FUV, gdzie sita jonowa
100 mM wywotywata najmniejsza zmiane w strukturze |l-rzedowej biatka. Pozostate warto$ci
sily jonowej wywoluja zmiany bez wigkszej zaleznosci od jej wartosci czy tez warto$ci stezenia
SDS. W przypadku czystego lizozymu obserwuje si¢ zmiang¢ wokot reszt tyrozyny i
fenyloalaniny, a w przypadku probek z SDS wokot reszt wszystkich 3 aminokwasow

aromatycznych.

Widma dichroizmu kolowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla albuminy,

zostaty przedstawione na Rysunku 67.
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Rysunek 67. Widma dichroizmu kotowego albuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu. A — 40 uM BSA + bufor,
B — 40 uM BSA + 6 mM SDS, C — 40 uM BSA + 20 mM SDS, D —40 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0
mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM —
kolor z6tty, 250 mM — kolor rézowy.

Interpretujac widma przedstawione na Rysunku 67 dla albuminy, wida¢, ze podobnie
jak to miato miejsce w przypadku pomiaréw FUV, sita jonowa w bardzo niewielkim stopniu
wplywa na zmiany w strukturze lll-rzedowej czystej albuminy — widma pokrywajg. W
przypadku zmian strukturalnych indukowanych SDS dla probek, gdzie stezenie wynosito 10
mM oraz 40 mM, réznice mozna zauwazy¢ tylko w okolicy 260 nm, czyli w okolicy reszt
fenyloalaniny 1 to przy najwyzszej sile jonowej roztworu 250 mM. W przypadku probki
zawierajgcej najnizsze stezenie SDS, ponizej CMC widaé, ze widma nie pokrywaja si¢ w
okolicach wszystkich 3 aminokwasow aromatycznych, czyli silg jonowa wptywa na zmiane
struktury Ill-rzedowej w okolicy tryptofanu, tyrozyny oraz fenyloalaniny, co wiecej réznice

widaé przy 3 réznych wartosciach sity jonowej: 150 mM, 200 mM oraz 250 mM.

Widma dichroizmu kotowego z zakresu bliskiego ultrafioletu uzyskane dla o—

laktoalbuminy, zostaty przedstawione na Rysunku 68.
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Rysunek 68. Widma dichroizmu kotowego o—laktoalbuminy w zakresie bliskiego ultrafioletu: A — 40 uM
LALBA + bufor, B—40 uM LALBA + 6 mM SDS, C — 40 uM LALBA + 20 mM SDS, D —40 uM LALBA + 80
mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — Kolor zielony, 150 mM — kolor
niebieski, 200 mM — kolor zo6tty, 250 mM — kolor r6zowy

Interpretujagc widma umieszczone na Rysunku 68A, wida¢, ze w przypadku roztworu
zawierajgcego czysta a—laktoalbuming, sita jonowa wptywa na strukture lll-rzedowa bialka,
gdyz widma nie pokrywajg si¢ ponizej 290 nm, a o oznacza zmian¢ struktury w okolicy
wszystkich 3 aminokwasow aromatycznych. W przypadku probki zawierajacej stezenie SDS 3
mM (Rysunek 68B) najwigkszg zmiane ksztattu widma, czyli zmiang struktury lll-rzedowej
biatka, wida¢ przy sile jonowej roztworu wynoszacej 50 mM. Przy pozostatych warto$ciach
silty jonowej 100-250 mM, widma niemalze pokrywaja si¢ z tymi w sile jonowej 0 mM, co
oznacza brak wptywu na strukture, ktorg osigga biatko pod wptywem surfaktantu. W przypadku
dwoch pozostatych probek z wyzszymi stezeniami SDS, tj. 10 mM oraz 40 mM, najwigksza
zmian¢ widma wida¢ przy sile jonowej 100 mM. Ponadto r6znice w okolicy wszystkich 3
aminokwasow aromatycznych wida¢ przy wszystkich wartosciach sity jonowej w przedziale
150 nm — 250 nm, stad wniosek, ze sila jonowa wplywa na strukturg Ill-rzedowa o—

laktoalbuminy, jaka przyjmuje biatko pod wptywem oddziatywania z SDS.
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Podsumowujac wida¢, ze sita jonowa roztworu, w ktorym bada si¢ oddzialywania SDS
z biatkami, wptywa na zmiane struktury ll- jak i Ill-rzedowej wszystkich trzech bialek.
Podobnie jak w poprzednich eksperymentach, nie ma jednej uniwersalnej $ciezki tych zmian.
Zalezy ona przede wszystkim od danego biatka, ale rowniez od samej wartosci sity jonowej czy
stezenia surfaktantu. W eksperymentach uzyto trzech réznych stezen SDS, ponizej, nieco
powyzej oraz znacznie powyzej CMC. Sa to wartosci dla 10 mM buforu fosforanowym o pH 7
i w temperaturze 25°C, gdzie CMC SDS wynosi 4,61 + 0,01 mM® przy wyzszych sitach
jonowych nalezy pamigta¢, ze CMC jest bardzo wrazliwe na site jonowa, poniewaz wzrost sity

jonowej zmniejsza odpychanie elektrostatyczne migdzy grupami hydrofilowym!.

3.2.5. Kinetyka przemian struktury ll-rzedowej albuminy, indukowana przez

dodecylosiarczan sodu
3.2.5.1. Wplyw stezenia SDS na Kkinetyke przemian strukturalnych w albuminie

Znajac juz wplyw zaréwno stezenia SDS jak roéwniez sily jonowej na zmiany
strukturalne zachodzace w albuminie, kolejnym istotnym aspektem, byto zbadanie
kinetycznych aspektow tych zmian, zarowno w Il- rzedowej (detekcja dichroizmu kotowego)
jak i Hl-rzgdowej albuminy (detekcja fluorescencji). W tym celu, wykonano seri¢
eksperymentow z wykorzystaniem przystawki stopped—flow przy spektrometrze Chirascan
Plus. Wykorzystywany byt bufor fosforanowy o pH 7, w stezeniu NaH2PO4 3,33 mM oraz
Na2HPO4 3,45 mM. Koncowe stgzenie biatka wynosito 10 pM. Schemat przygotowania probek

zostal przedstawiony w Tabeli 26.

Tabela 26. Lista probek albuminy (BSA) do pomiardéw kinetycznych z detekcja dichroizmu kotowego i
fluorescencji (roztwor do pomiaréw powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i
roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM BSA bufor
2 20 uM BSA 2 mM SDS
3 20 UM BSA 6 MM SDS
4 20 xM BSA 8 mM SDS
5 20 uM BSA 10 mM SDS
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6 20 1M BSA 14 mM SDS
7 20 M BSA 16 mM SDS
8 20 1M BSA 18 mM SDS
9 20 1M BSA 20 mM SDS
10 20 1M BSA 40 mM SDS
11 20 uM BSA 80 mM SDS

Rejestrowane byty krzywe postepu reakcji w czasie z jednoczesng detekcja dichroizmu
kotowego 1 fluorescencji. Wybrang dlugos$cia fali wzbudzenia byta warto$¢ 220 nm, zostata ona
wybrana na podstawie pomiardw stacjonarnym w zakresie FUV. Dlugo$¢ drogi optycznej w
urzadzeniu wynosita 2 mm. W trakcie pomiarow wykorzystywano filtr odcinajacy 320 nm
(Schott WG 320). Koncowa krzywa postepu reakcji, zostala uzyskana poprzez usrednienie 300
skanow. Kazdy skan trwat 0,5s. Tak jak to miato miejsce w przypadku eksperymentéw
kinetycznych o—chymotrypsyny tak i tutaj, aby moc ocenia¢ i analizowa¢ wpltyw SDS na
strukturg biatka, nalezy analizowac¢ relatywne krzywe postepu reakcji (od krzywej biatko—SDS
odejmuje sie krzywa biatko — bufor).

Relatywne krzywe postgpu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego zostaly
przedstawione na Rysunku 69.
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Rysunek 69. Relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcja dichroizmu kotowego (gorny panel) 20 uM
BSA +2 mM SDS - kolor czarny, 20 uM BSA + 6 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor
zielony, 20 uM BSA + 10 mM SDS — kolor niebieski, 20 pM BSA + 12 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM BSA + 14
mM SDS - kolor r6zowy, 20 uM BSA + 18 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM BSA + 20 mM SDS - kolor szary,
20 uM BSA + 40 mM SDS — kolor bragzowy, 20 uM BSA + 80 mM SDS — kolor turkusowy oraz (dolny panel)
relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcjg dichroizmu kotowego z dopasowanie funkcji — biaty kolor.
Wzbudzenie 220 nm.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego
umieszone na Rysunku 69, wida¢, ze widoczny przebieg zaczyna si¢ od niewielkiego spadku
fluorescencji (0,0025s). Nastepnie sygnal zaczyna rosna¢, przy czym, w przypadku probek,
gdzie stezenie SDS wynosi 6 mM lub wiecej w obserwowanym przebiegu reakcji pomigdzy
albuming a SDS, mozna wyr6zni¢ kolejne dwa etapy. W zwiazku z tym, mozna przypuszczac,
ze cala reakcja pomiedzy albuming a SDS ma charakter trzyetapowy, z czego pierwszy w
wigkszosci zachodzi w czasie martwym urzadzenia. Etap ten, moze by¢ zwigzany z
poczatkowymi zmianami w strukturze drugorzedowej, np. szybka reorganizacjg helis i p—kartek
po kontakcie biatka z SDS. Z przebiegu krzywych postepu reakcji widaé, ze biatko przyjmuje
ostateczng strukture 11— rzedowg czasie krotszym niz 0,1s. Wszystkie krzywe osiagaja plateau.
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Do relatywnych krzywych reakcji, za pomocg programu Origin zostata dopasowana
funkcja, w ktorej nie uwzgledniono pierwszego etapu, ktéry w znacznej czesci zachodzi w

czasie martwym urzadzenia, a uwzgledniono dwa kolejne etapy, w petni widoczne:

S) = (e () +5,) + (Azexp (~(52) 52) (05 1+ e (t;v)))) 0

gdzie S(t) — sygnat mierzony w czasie, A;, A, — wzgledne amplitudy pierwszego i drugiego

etapu reakcji, t,, 7, — czasy zycia pierwszego i drugiego etapu reakcji, S;, S, — wyrazy wolne
funkcji eksponencjalnej, t, — przesunigcie czasowe przejscie migdzy etapami osigga potowe

wartos$ci, 4 — zakres czasu przetgczania 1 i 2 etapu reakcji.

W funkcji opisanej rownaniem 20 czton <O,5 (1 + tanh (%))), to tzw. czynnik

modelujacy przechodzenie z jednego etapu reakcji do drugiego, gdzie tanh zmienia wartosci
od -1do +1iw t, ma ptynne i ciaggle przejscie (w porownaniu z innymi funkcjami, ktore moga
modelowa¢ wiaczanie si¢ drugiego etapu). t, — t0 czas w ktérym rozpoczyna si¢ drugi etap
reakcji. Wynika on z faktu, ze etap ten nie zaczyna Si¢ w punkcie 0 oraz, ze moze zaj$¢ po
pierwszym lub w wyniku pierwszego etapu. Gdyby oba etapy byly niezalezne od siebie,
wowczas zaczynalyby si¢ w 0. Parametry S;, S, (,,offsety”), czyli warto$ci mierzonego sygnatu
w stanie ustalonym po zaniku pierwszego i drugiego etapu, okreslajg ,,poziom koncowy”
kazdego z nich, co jest rownowazne przesuni¢ciu funkcji w pionie. Delta (A) informuje o
zakresie czasu przejscia z pierwszego etapu do drugiego (jak szeroki jest obszar
"wspotistnienia" obu proceséw), gdy A przyjmuje mate wartosci, wystepuja szybkie przejscia,
gdy duze — wolne. ,,Male” 1,,duze” sg wzgledne do skali czasu, w ktorej zachodzi zjawisko, tak

wiec porownuje si¢ wartosci A z warto$ciami czasow zycia 7,88,

W wyniku dopasowania uzyskano dwa zestawy czasow zycia T oraz wzglednych amplitud

A, a takze wartosci 4 ktére zostaly umieszczone w Tabeli 27.
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Tabela 27. Czasy zycia, wzgledne amplitudy oraz A wraz z btedami zmian zachodzacych w strukturze II-
rzedowej albuminy w funkcji stezenia SDS, uzyskane za pomoca programu Origin z dopasowania do relatywnych
krzywych postepu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego, dla probek: 20 uM BSA + 2 mM SDS, 20 uM BSA +
6 mM SDS, 20 uM BSA + 8 mM SDS, 20 uM BSA + 10 mM SDS, 20 uM BSA + 12 mM SDS, 20 uM BSA +
14 mM SDS, 20 uM BSA + 16 mM SDS, 20 uM BSA + 18 mM SDS, 20 uM BSA + 20 mM SDS, 20 uM BSA

+ 40 mM SDS, 20 uM BSA + 80 mM SDS.

CSDS [m M] T1 [S] T2 [S] A Al A2

2 0.0228+0.0053* - - -1.6+0.3 -

6 0.0284+0.0020* - - -6.0+0.2 -

8 0.0040+0.0017 | 0.1623+0.01238 0.0126+0.0029 -5.6£1.1 -5.7+0.2
10 0.0040+0.0014 | 0.2282+0.01459 0.0179+0.0023 -7.6£1.1 -9.8+0.12
12 0.0054+0.0010 | 0.1012+0.0056 0.0128+0.0014 -14.9+0.9 -6.5+0.2
14 0.0031+£0.0003 | 0.1313+0.0323 0.0116+0.0010 -27.4+2.3 -1.5+0.2
18 0.0020+0.0001 | 0.1010+0.0168 0.0069+0.0006 -48.4+3.0 -1.9+0.2
20 0.0033+0.0002 | 0.0929+0.0140 0.0069+0.0007 -24.84+0.9 -2.3+0.2
40 0.0012+0.0001 | 0.0116+0.0016 0.0019+0.0005 -116.4+15.5 -5.2+0.8
80 0.0010+0.0001 | 0.0083+0.0011 0.0024+0.0008 -142.9+£27.1 -7.1+£1.7

* w przypadku probek 20 uM BSA + 2 mM SDS oraz 20 uM BSA + 6 mM SDS, zostala dopasowana funkcja

-t

posiadajaca czton odpowiadajacy tylko jednemu etapowi S(t) = (Alexp ( ) + 51).
1

T

Interpretujac uzyskane czasy zycia i wzgledne amplitudy, wida¢, ze w analizowanej
czeg$ci reakcji przy stezeniu SDS powyzej 6 mM mozna wyrdzni¢ dwa etapy, z okreslonymi
czasami zycia. Z rzedow wielko$ci czasow zycia 11 oraz T2 wynika, ze pierwszy etap jest
znacznie szybszy niz drugi, wigc mozna przypuszczaé, ze: (1) pierwszy etap reakcji to posredni
i przejsciowy etap, obejmujacy rearanzacje struktury drugorzedowej lub formowanie si¢ stanéw
posrednich, (2) drugi moze odpowiada¢ wolniejszym procesom, takim jak petna reorganizacja
lub stabilizacja nowej struktury drugorzedowej. Widac, ze stgzenie SDS ponizej CMC, gdzie
w roztworze wystepuja jedynie pojedyncze czasteczki SDS (brak miceli) nie wystepuje
posredni etap osiggania przez albuming koncowej stabilnej struktury, tylko ostateczna

konformacja albuminy jest uzyskiwana w jednym etapie.

Dodatkowo wida¢, ze wraz ze wzrostem stezenia SDS znacznie spada wartos¢

wzglednej amplitudy pierwszego etapu co prawdopodobnie wynika z faktu, ze ma on mniejszy
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udziat w catkowitym przebiegu. Uzyskane z dopasowania wartosci A, s3 mniejsze niz wartosci
czasOw zycia 7, (o jeden lub dwa rzedy wielkos$ci), co §wiadczy o tym, ze przejScia miedzy
etapami sg szybkie. Wraz ze wzrostem st¢zenia SDS wartos¢ A maleje, co moze §wiadczy¢ o
tym, ze przejscia robig si¢ jeszcze szybsze. Wzgledna amplituda drugiego etapu utrzymuje si¢
na podobnych poziomie w calym zakresie stgzen SDS i wszystkie krzywe osiggaja stan

rownowagi (relaksacji).

Relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja fluorescencji zostaty przedstawione na

Rysunku 70.
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Rysunek 70. Relatywne krzywe postgpu reakcji albuminy z detekcja fluorescencji: 20 uM BSA + 2 mM SDS —
kolor czarny, 20 uM BSA + 6 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA
+ 10 mM SDS - kolor niebieski, 20 uM BSA + 12 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM BSA + 14 mM SDS - kolor
ré6zowy, 20 uM BSA + 16 mM SDS - kolor pomaraniczowy, 20 uM BSA + 18 mM SDS - kolor fioletowy, 20 uM
BSA + 20 mM SDS - kolor szary, 20 uM BSA + 40 mM SDS — kolor brgzowy, 20 uM BSA + 80 mM SDS —
kolor turkusowy. Wzbudzenie 220 nm.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja fluorescencji, umieszone na
Rysunku 70 mozna wyrdzni¢ 3 S$ciezki, w zalezno$Sci od stezenia SDS. Dla probek

zawierajacych 1 mM oraz 3 mM SDS (ponizej CMC) fluorescencja biatka pod wptywem
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wigzania pojedynczych czasteczek surfaktanu zwigksza si¢, po czym osigga stan rownowagi
(krzywa osigga plateau), co oznacza, ze lll-rzedowa struktura biatka przyjmuje ostateczng
formg¢. Dla probek o stezeniu SDS 4 mM oraz 5 mM (okolica CMC), widoczny jest inny
charakter zmian sygnatu fluorescencji — poczatkowo narasta a nastepnie spada i w czasie 0,5s
nie osigga plateau, co oznacza, ze przyjeta przez biatko konformacja nie jest jeszcze koncowa
i stabilna. Dla probek ze ste¢zeniem SDS powyzej 6 mM powyzej (CMC) sygnat fluorescencji
biatka od razu spada. Widoczna jest zalezno$¢ — im wyzsze st¢zenie SDS tym szybciej sygnat
fluorescencji si¢ wygasza, wszystkie krzywe osiggaja plateau, co oznacza, ze struktura Ill—
rzgdowa, ktorg przyjmuje albumina w czasie 0,5s pod wptywem SDS, jest strukturg koncowsg

i stabilna.

Podsumowujac, st¢zenie SDS, ma ogromne znaczenie w kontek$cie zmian
strukturalnych w albuminie. Eksperymenty kinetyczne prowadza do podobnych wnioskow na
temat stabilnosci struktury osigganej przez albuming pod wplywem SDS jak pomiary
stacjonarne. Zmiany widoczne dla stgzen surfaktantu ponizej CMC dowodzg istotnej roli
pojedynczych czgsteczek SDS w zmianach konformacyjnych biatka. Na podstawie pomiaréw
kinetycznych z detekcja dichroizmu kotowego, powyzej stezenia SDS 6 mM, czyli powyzej
CMC, mozna przypuszczaé, ze cata reakcja jest trzyetapowa, Z Czego pierwszy etap w
wigkszosci zachodzi w czasie martwym urzadzenia, dwa kolejne sg w pelni widoczne w

krzywych przebiegu reakcji —wida¢ dobrze rozdzielong relaksacyjnie, dwufazowos¢ przebiegu.
3.2.5.2. Wplyw sily jonowej na kinetyke przemian strukturalnych w albuminie

Kolejng istotna kwestig warta uwagi, byly aspekty kinetyczne zmian strukturalnych
albuminie, przy roznych warto$ciach sity jonowej roztworu. Niejednokrotnie juz w tej pracy
podkreslono, jak istotng kwesti¢ odgrywa ten parametr w oddziatywaniach biatko—SDS.
Wykonano seri¢ eksperymentow z wykorzystaniem przystawki stopped—flow przy
spektrometrze Chirascan Plus, w celu zbadania czy sita jonowa roztworu wplywa na kinetyke
zmian zachodzacych w strukturze 11— rzedowej (detekcja dichroizmu kotowego) i I1l-rzedowe;j
albuminy (detekcja fluorescencji). Wykorzystywany byt bufor fosforanowy o pH 7, w st¢zeniu
NaH2PO4 3,33 mM oraz Na;HPO4 3,45 mM. Koncowe stezenie biatka wynosito 10 uM a SDS
7 mM. Wybrane koncowe stezenie SDS, nie bylo przypadkowe. Jak pokazuja wyniki w
podrozdziale 3.4.5.2, przy stezeniu SDS powyzej 6 mM obserwuje si¢ dwuetapowos$¢ tworzenia
ostatecznej stabilnej struktury Il-rzedowej albuminy. Stad dodatkowym celem tego
eksperymentu byto sprawdzenie, czy sita jonowa bedzie miata wplyw na etapowos$¢ zmian
struktury. Eksperymenty przeprowadzono przy 10 réznych sitach jonowych rozpuszczalnika: 0
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mM, 10 mM, 20 mM, 30 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM oraz 300 mM.

Schemat przygotowania probek zostat przedstawiony w Tabeli 28.

Tabela 28. Lista probek albuminy (BSA) do pomiaréw kinetycznych z detekcja dichroizmu kotowego i
fluorescencji (roztwor do pomiaré6w powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i
roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM BSA bufor
2 20 uM BSA 14 mM SDS

Rejestrowane byty krzywe postepu reakcji w czasie z jednoczesng detekcja dichroizmu
kotowego i fluorescencji. Wybrang dtugoscia fali wzbudzenia byta warto$¢ 220 nm. Dtugosé
drogi optycznej w urzadzeniu wynosita 2 mm. W trakcie pomiarow wykorzystywano filtr
odcinajacy 320 nm (Schott WG 320). Koncowa krzywa postepu reakcji, zostata uzyskana
poprzez usrednienie 300 skanow. Kazdy skan trwat 0,5s. Analizowano relatywne krzywe

postepu reakcji.

Relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego zostaty

przedstawione na Rysunku 71.
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Rysunek 71. Relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcja dichroizmu kotowego (gorny panel) 20 uM
BSA + 14 mM SDS w sile jonowej 0 mM — kolor czarny, 10 mM — kolor czerwony, 20 mM — kolor zielony, 30
mM — kolor niebieski, 50 mM — kolor z6tty, 75 mM — kolor brazowy, 100 mM — kolor szary, 150 mM — kolor
fioletowy, 200 mM — kolor turkusowy, 300 mM — kolor rézowy oraz (dolny panel) relatywne krzywe postepu
reakcji albuminy z detekcjg dichroizmu kotowego z dopasowanie funkcji — kolor biaty. Wzbudzenie 220 nm.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja dichroizmu kotowego
(Rysunek 71), mozna uznaé, ze wszystkie krzywe, po czasie ok. 50ms si¢ pokrywaja. Moze to
$wiadczy¢ o tym, ze niezaleznie od wartosci sity jonowej roztworu, przy st¢zeniu SDS 7mM,
koncowa, stabilna struktura ll-rzedowa jaka przyjmuje albumina nie zalezy od sity jonowe;j
roztworu. Podobnie jak w przypadku krzywych z podrozdziatu 3.2.5.1 mozna przypuszczac, ze
cala reakcja jest trzyetapowa a pierwszy etap ponownie w wigkszosci zachodzi w czasie
martwym urzadzenia. Natomiast to, co jest bardziej interesujace, to obserwacja, ze, chociaz
przejscie z drugiego do trzeciego etapu reakcji (oba etapy sg w pelni widoczne w przebiegach
krzywych reakcji) dla kazdej sity jonowej zachodzi w takim samym czasie, to wraz ze wzrostem

sily jonowej staje si¢ ono coraz mniej ostre i wyrazne.

Do relatywnych krzywych reakcji, za pomocg programu Origin zostata dopasowana

funkcja, zgodnie z rownaniem 20. Podobnie jak w poprzednim podrozdziale, w funkcji nie
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uwzgledniono pierwszego etapu, ktory w znacznej czg¢sci zachodzi w czasie martwym

urzadzenia, a uwzgledniono dwa kolejne — w petni widoczne.

W wyniku dopasowania uzyskano dwa zestawy czaséw zycia T oraz wzglgdnych

amplitud A, a takze wartosci 4 ktore zostaty umieszczone w Tabeli 29.

Tabela 29. Czasy zycia wraz z blgdami zmian zachodzacych w strukturze II-rzedowej albuminy w funkcji stezenia
SDS, uzyskane za pomocg programu Origin z dopasowania do relatywnych krzywych postepu reakcji z detekcja
dichroizmu kotowego, dla probki 20 uM BSA + 14 mM SDS, w sitach jonowych: 0 mM,10 mM, 20 mM, 30 mM,

50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM.

| roztworu [MM] 71 [S] T2 [S] A A1 Ao

0 0.0014+0.0001 0.1598+0.0460 0.0074+0.0005 -83.9+9,0 -1.340.1
10 0.0022+0.0001 0.0796+0.0080 0.0064+0.0005 -55.443,7 -2.9+0.2
20 0.0027+0.0002 0.1197+0.0143 0.0085+0.0006 -43.4+2,7 -2.7+0.1
30 0.0034+0.0002 0.0906+0.0090 0.0083+0.0007 -38.4+1,9 -3.1+0.2
50 0.0036+0.0002 0.1456+0.0136 0.0088+0.0007 -36.4+1,7 -3.7+0.1
75 0.0044+0.0004 0.2212+0.0213 0.0087+0.0007 -26.8+1,3 -5.240.1
100 0.0031+0.0003 0.1879+0.0131 0.0124+0.0007 -27.942,1 -6.1+0.1
150 0.0045+0.0005 0.0764+0.0038 0.0097+0.0007 -24.3+1,2 -6.2+0.2
200 0.0060+0.0007 0.0418+0.0025 0.0071£0.0007 -23.4+0,9 -6.5+0.4
300 0.0037+0.0004 0.0237+0.0040 0.0095+0.0009 -28,3+1,7 -4.8+1.2

Interpretujac uzyskane czasy zycia i wzgledne amplitudy, wida¢, ze w analizowanej
cze$¢ reakcji mozna wyrdzni¢ dwa etapy. Z rzedow wielkosci czasow zycia t1 oraz T2 Wynika,
podobnie jak w poprzednim podrozdziale, ze pierwszy etap reakcji to posredni i przejSciowy
etap, obejmujacy rearanzacje struktury drugorzedowej lub formowanie si¢ stanéw posrednich,
a drugi moze odpowiada¢ wolniejszym procesom, takim jak petna reorganizacja lub stabilizacja

nowej struktury drugorzedowe;.

Dodatkowo widaé, ze wraz ze wzrostem sily jonowej roztworu ro$nie wzgledna
amplituda pierwszego etapu reakcji, co moze $wiadczy¢ o tym, ze ma on wiekszy udziat w

calkowitym przebiegu reakcji. Wzgledna amplituda drugiego etapu utrzymuje si¢ na
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podobnych poziomie w calym zakresie stezen SDS 1 wszystkie krzywe osiggajg stan rownowagi
(relaksacji). Uzyskane z dopasowania wartosci 4 s mniejsze (o jeden lub dwa rzedy wielko$ci)
niz wartos$ci czasOw zycia 12, co $wiadczy o szybkich przejsciach z pierwszego do drugiego

etapu.

Relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja fluorescencji zostaly przedstawione na

Rysunku 72.
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Rysunek 72. Relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcjg fluorescencji: 20 uM BSA + 14 mM SDS w
sile jonowej 0 mM — kolor czarny, 10 mM — kolor czerwony, 20 mM — kolor zielony, 30 mM — kolor niebieski,
50 mM — kolor z6tty, 75 mM — kolor brgzowy, 100 mM — kolor szary, 150 mM — kolor fioletowy, 200 mM — kolor
turkusowy, 300 mM — kolor r6zowy. Wzbudzenie 220 nm.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji, pokazane na
Rysunku 72, wida¢, ze struktura lll-rzgdowa albuminy, ktérg przyjmuje biatko w wyniku
oddziatywania z SDS, silnie zalezy od sity jonowej roztworu. Wszystkie krzywe osiagaja
plateau po czasie ok. 0,1s co oznacza, ze przyjete struktury lll-rzedowe przez albumine we
wszystkich sitach jonowych roztworu, sg strukturami stabilnymi. Dla wszystkich wartosci sity

jonowej widac¢ spadek sygnatu fluorescencji, a wraz ze wzrostem sily jonowej roztworu reakcja
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pomiedzy biatkiem a SDS zachodzi szybciej, czyli biatko szybciej osigga koncows, stabilng

strukture. Natomiast dla kazdej wartosci sity jonowej, koncowa struktura albuminy jest inna.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze w przypadku albuminy, sita jonowa, wptywa na
przebieg reakcji zmian konformacyjnych zachodzacych w biatku pod wptywem oddzialtywania
z SDS. W zalezno$ci, czy obserwuje si¢ wptyw sity jonowej poprzez detekcje dichroizmu
kotowego czy fluorescencji, wida¢ roézne aspekty zmian. Ponadto, wraz ze wzrostem sity
jonowej roztworu przej$cie pomiedzy drugim a trzecim etapem reakcji staje si¢ mniej ostre i
wyrazne. Obserwujac zmiany poprzez detekcje dichroizmu kotowego mozna przypuszczaé, ze
cata reakcja jest trzyetapowa a pierwszy etap w wigkszos$ci zachodzi w czasie martwym

urzadzenia.
3.2.6. Wplyw dodecylosiarczanu sodu na widma fluorescencji lizozymu i alouminy

Jak juz zaobserwowano wczesniej, fluorescencja przynosi wiele cennych informacji na
temat zmian konformacyjnych zachodzacych w biatkach. Wykonano seri¢ eksperymentow z
wykorzystaniem spektrofluorymetru Cary Ecipse firmy Agilent Technologies, celem
weryfikacji wptywu dodecylosiarczanu sodu na fluorescencj¢ lizozymu oraz albuminy.
Ponadto zbadano wplyw sity jonowej roztworu na fluorescencj¢ biatek. Wykorzystywany byt
10 mM bufor fosforanowy o pH 7. Koncowe stgzenie biatka wynosito 10 pM. Eksperymenty
przeprowadzono przy 6 roznych sitach jonowych rozpuszczalnika: 0 mM, 50 mM, 100 mM,
150 mM, 200 mM oraz 250 mM. Schemat przygotowania probek zostat przedstawiony w Tabeli
30.

Tabela 30. Lista probek albuminy (BSA) i lizozymu (HEWL) do pomiarow widm fluorescencji (roztwoér do
pomiarow powstawal poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B
1 20 uM biatka bufor
2 20 uM bialka 4 mM SDS
3 20 uM biatka 8 mM SDS
4 20 uM biatka 12 mM SDS
S 20 uM biatka 16 mM SDS
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6 20 uM biatka 20 MM SDS
7 20 uM bialka 40 mM SDS
8 20 uM biatka 60 MM SDS
9 20 uM biatka 80 MM SDS
10 20 uM biatka 100 mM SDS

Rejestrowane byty widma fluorescencji. Wybrano cztery dtugosci fali wzbudzenia: 208
nm, 260 nm, 280 nm oraz 295 nm dla lizozymu oraz 220 nm, 260 nm, 280 nm oraz 295 nm dla
albuminy. Dhlugosci fali wzbudzenia zostaly wybrane na podstawie widm dichroizmu
kotowego, nie stosowano filtra odcinajagcego. Dhugos¢ drogi optycznej zardowno na wzbudzeniu
jak 1 na emisji wynosita 10 mm. Kazde widmo, bylo pojedynczym skanem rejestrowane z

szybkoscig 30 nm/min, skorygowane o widmo buforu.

Widma fluorescencji lizozymu w zerowej sile jonowej, zostaly przedstawione na

Rysunku 73.
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Rysunek 73. Widma fluorescencji lizozymu w zerowej sile jonowej: 20 uM HEWL + bufor — kolor czarny, 20
uM HEWL + 4 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM HEWL + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uyM HEWL + 12 mM
SDS — kolor niebieski, 20 uM HEWL + 16 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM HEWL + 20 mM SDS — kolor brazowy,
20 uM HEWL + 40 mM SDS — kolor szary, 20 uM HEWL + 60 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM HEWL + 80
mM SDS — kolor turkusowy, 20 uM HEWL + 100 mM SDS — kolor ré6zowy. A — wzbudzenie 208 nm, B — 260
nm, C — 280 nm, D — 295 nm.

Interpretujagc widma fluorescencji lizozymu umieszczone na Rysunku 73 wida¢, ze dla
wszystkich 4 wzbudzen, dodanie do roztworu biatka roztworu SDS, niezaleznie od jego
stezenia powoduje wygaszanie fluorescencji. Najwickszg zmiane w sygnale powoduje SDS w
stezeniu najnizszym, za$ najmniejszg w najwyzszym — dla wszystkich 4 wzbudzen. Ponadto,
obserwuje si¢ nie tylko spadek intensywnosci emisji, ale rowniez przesuni¢cie maksimum w
kierunku krétszych fal, co jest charakterystycznie dla biatek posiadajacych naturalny fluofor —
tryptofan, ktoérego fluorescencja zalezy od otoczenia. W tym przypadku tryptofan zmienia
otoczenie na bardziej hydrofobowe, co z kolei oznacza, ze dochodzi do zmian konformacyjnych
biatka w jego otoczeniu. Wzbudzenie 295 nm pozwala selektywnie wzbudza¢ tryptofany w
biatku, stad przy tej dlugosci fali wzbudzenia mozna analizowaé otoczenie tryptofanu. W

lizozymie wystepuja rowniez dwa pozostate aminokwasy aromatyczne tyrozyna i
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fenyloalanina, ktore rowniez sg naturalnymi fluoroforami, zmiany w intensywno$ci emisji
informuja, ze te aminokwasy réwniez zmieniaja swoje potozenie w biatku, czyli to réwniez
dostarcza informacj¢ na temat zmian konformacyjnych zachodzacych w biatku w poblizu tych
aminokwasow aromatycznych. W przypadku tych aminokwasow, nie da si¢ ich selektywnie
wzbudza¢, dlatego dla wzbudzen 222, 260 oraz 280 nm obserwuje si¢ sygnat pochodzacy od

wszystkich aminokwas6w aromatycznych.

Widma fluorescencji lizozymu dla wybranych 4 probek przy wzbudzeniu 208 nm we
wszystkich sitach jonowych zostaty przedstawione na Rysunku 74, dla wzbudzenia 260 nm —
na Rysunku 75, dla wzbudzenia 280 nm — na Rysunku 76 a dla wzbudzenia 295 nm — na
Rysunku 77. Widma dla pozostatych probek zostaly umieszczone w rozdziale 6, na Rysunkach
D6 — D9.
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Rysunek 74. Widma fluorescencji lizozymu: A —20 uM HEWL + bufor, B — 20 uM HEWL + 4 mM SDS, C — 20
uM HEWL + 20 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
Wzbudzenie 208 nm.
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Interpretujac widma lizozymu umieszczone na Rysunkach 74 — 77 oraz D6 — D9 widac¢,
ze w zaleznosci od wartosci, sita jonowa moze powodowac, ale nie musi zmian¢ intensywnosci
fluorescencji biatka w maksimum emisji (spadek lub wzrost). W przypadku réznych stgzen
SDS (powyzej i ponizej CMC) nie ma regularnej zalezno$ci intensywnosci fluorescencji od

wartosci sity jonowej — sg to mocno nieregularne efekty.

Na Rysunku 74 (wzbudzenie 208 nm) przedstawiono przyktadowe 4 probki, dla ktorych
sita jonowa wywotuje rozne efekty w widmie fluorescencji — i tak w przypadku probki bez SDS
(Rysunek 74A), jedynie sita jonowa o wartosci 150 mM powoduje wzrost intensywnosci
fluorescencji w maksimum, a przy jej pozostatych wartosci spadek. W przypadku probki gdzie
stezenie SDS jest ponizej CMC (Rysunek 74B) jedynie sita jonowa 50 mM nie zmienia
intensywnos$ci fluorescencji biatka w maksimum emisji, przy pozostatych wartosciach
obserwuje si¢ wzrost sygnatu — przy czym najwyzszy wzrost wystepuje przy wartosci sity
jonowej 150 mM. W przypadku probki gdzie stezenie SDS jest powyzej CMC (Rysunek 74C)
przy wszystkich warto$ciach sily jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji
biatka w maksimum emisji a widma pokrywaja sie. W przypadku probki gdzie stgzenie SDS
jest znacznie powyzej CMC (Rysunek 74D) przy wszystkich wartosciach sily jonowej
obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji, widma
pokrywaja si¢, z wyjatkiem widma, gdzie sita jonowa wynosita 100 mM (widac, ze sygnat jest

WYZSZY).
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Rysunek 75. Widma fluorescencji lizozymu: A —20 uM HEWL + bufor, B — 20 uM HEWL + 4 mM SDS, C — 20
uM HEWL + 20 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM - kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
Wzbudzenie 260 nm.

Na Rysunku 75 (wzbudzenie 260 nm) przedstawiono przyktadowe 4 probki, dla ktorych
sita jonowa wywotuje rozne efekty w widmie fluorescencji — i tak w przypadku probki bez SDS
(Rysunek 75A), przy wszystkich wartosciach sity jonowej obserwuje si¢ spadek intensywnosci
fluorescencji biatka w maksimum emisji, natomiast widma nie pokrywaja si¢, co oznacza, ze
przy réznych warto$ciach sity jonowej jest r6zny wplyw na zmiane struktury biatka. W
przypadku probki gdzie stgzenie SDS jest ponizej CMC (Rysunek 75B) przy wszystkich
warto$ciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum
emisji, widma réwniez si¢ nie pokrywaja. W przypadku probki gdzie stezenie SDS jest powyzej
CMC (Rysunek 75C) obserwuje si¢ niewielki wzrost intensywnosci fluorescencji dla probek,
w ktorych sita jonowa wynosita 50 mM i wigcej (widma pokrywaja si¢) w pordwnaniu do
probki w zerowej sile jonowej. W przypadku probki gdzie stezenie SDS jest znacznie powyzej
CMC (Rysunek 75D) zachowanie widm jest takie samo jak dla poprzedniej probki, natomiast

wzrost intensywnosci fluorescencji jest jeszcze mniejszy.
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Rysunek 76. Widma fluorescencji lizozymu: A 20 uM HEWL + bufor, B — 20 uM HEWL + 4 mM SDS, C — 20
uM HEWL + 20 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM - kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6ity, 250 mM — kolor bragzowy.
Wzbudzenie 280 nm.

Na Rysunku 76 (wzbudzenie 280 nm) przedstawiono przyktadowe 4 probki, dla ktdrych
sita jonowa wywotuje rozne efekty w widmie fluorescencji, dla probki bez SDS (Rysunek 76A)
wnioski sg podobne jak w przypadku wzbudzenia 260 nm. Przy wszystkich warto$ciach sity
jonowej obserwuje si¢ spadek intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji,
natomiast widma nie pokrywaja si¢, co oznacza, ze przy roznych wartosciach sity jonowej jest
r6zny wplyw na strukturg biatka. W przypadku probki gdzie stezenie SDS jest ponizej CMC
(Rysunek 76B) przy wszystkich warto$ciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci
fluorescencji biatka w maksimum emisji, widma réwniez si¢ nie pokrywaja. W przypadku
probki gdzie stezenie SDS jest powyzej] CMC (Rysunek 76C) obserwuje si¢ niewielki wzrost
intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji przy wszystkich warto$ciach sity
jonowej, widma nie pokrywaja si¢. W przypadku probki gdzie stgzenie SDS jest znacznie
powyzej CMC (Rysunek 76D) jest podobnie jak dla poprzedniej probki obserwuje si¢ niewielki
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wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji przy wszystkich wartosciach

sity jonowej, widma nie pokrywajg sig¢.
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Rysunek 77. Widma fluorescencji lizozymu: A -20 uM HEWL + bufor, B — 20 uM HEWL + 4 mM SDS, C - 20
uM HEWL + 20 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM - kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor bragzowy.
Wzbudzenie 295 nm.

Na Rysunku 77 (wzbudzenie 295 nm) przedstawiono przyktadowe 4 probki, dla ktérych
sita jonowa wywotuje rozne efekty w widmie fluorescencji — i tak w przypadku probki bez SDS
(Rysunek 77A), dla sity jonowej 50 mM obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji
biatka w maksimum emisji, natomiast we wszystkich pozostatych — spadek. W przypadku
probki gdzie stezenie SDS jest ponizej CMC (Rysunek 77B) przy wszystkich wartosciach sity
jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji, widma
rowniez si¢ nie pokrywaja. W przypadku probki gdzie stgzenie SDS jest powyzej CMC
(Rysunek 77C) obserwuje si¢ niewielki wzrost intensywno$ci fluorescencji biatka w
maksimum emisji przy wszystkich wartosciach silty jonowej, widma nie pokrywaja sie. W

przypadku probki gdzie stezenie SDS jest znacznie powyzej CMC (Rysunek 77D) jest podobnie
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jak dla poprzedniej probki, a mianowicie obserwuje si¢ jeszcze mniejszy wzrost intensywnosci
fluorescencji biatka w maksimum emisji przy wszystkich warto$ciach sity jonowej, i widma

réwniez nie pokrywajg sig.

Widma fluorescencji albuminy w zerowej sile jonowej, zostaly przedstawione na

Rysunku 78.
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Rysunek 78. Widma fluorescencji albuminy w zerowej sile jonowej: 20 uM BSA + bufor — kolor czarny, 20 uM
BSA + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor zielony, 20 uM BSA + 12 mM SDS —
kolor niebieski, 20 uM BSA + 16 mM SDS — kolor zotty, 20 uM BSA + 20 mM SDS - kolor bragzowy, 20 uM
BSA + 40 mM SDS - kolor szary, 20 uM BSA + 60 mM SDS — kolor fioletowy, 20 uM BSA + 80 mM SDS —
kolor turkusowy, 20 uM BSA + 100 mM SDS — kolor rézowy. A —wzbudzenie 220 nm, B — 260 nm, C — 280 nm,
D —295 nm.

Widma fluorescencji albuminy dla wybranych 4 probek przy wzbudzeniu 220 nm we
wszystkich sitach jonowych zostaly przedstawione na Rysunku 79 dla wzbudzenia 260 nm —
na Rysunku 80, dla wzbudzenia 280 nm — na Rysunku 81 a dla wzbudzenia 295 nm — na

Rysunku 82. Widma dla pozostatych probek zostaly umieszczone w rozdziale 6, na Rysunkach
D10 - D13.
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Rysunek 79. Widma fluorescencji albuminy: A —20 uM BSA + bufor, B 20 uM BSA + 4 mM SDS, C - 20 uM
BSA + 20 mM SDS, D —20 uM BSA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor zétty, 250 mM — kolor brazowy. Wzbudzenie
220 nm.

Interpretujagc widma albuminy umieszczone na Rysunkach 79 — 82 oraz D10 — D13
widac¢, ze podobnie jak w przypadku lizozymu w zaleznosci od warto$ci sity jonowej moze ona
powodowa¢, ale nie musi, zmian¢ intensywnos$ci fluorescencji biatka w maksimum emisji
(spadek lub wzrost), natomiast, przy wzbudzeniach 220 nm, 260 nm oraz 280 nm, gdy stezenie
SDS jest ponizej CMC obserwuje si¢ dodatkowo przesunigcie widma w kierunku krétszych
dlugosci fali. Zatem mozna wysuna¢ wniosek, ze sila jonowa wplywa na zmiany
konformacyjne zachodzace w biatku, pod wptywem SDS. I tak jak dla lizozymu, dla albuminy
rowniez w przypadku roznych stezen SDS (powyzej/ponizej CMC) nie ma zadnej szczegdlnie
widocznej zalezno$ci migdzy wzrostem, spadkiem lub brakiem intensywnosci fluorescencji w

maksimum a warto$cig sity jonowe;.

Na Rysunku 79 (wzbudzenie 220 nm) przedstawiono przyktadowe 4 probki, dla ktorych

sifa jonowa wywoluje rézne efekty w widmie fluorescencji — w przypadku probki bez SDS
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(Rysunek 79A), przy wszystkich warto$ciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci
fluorescencji biatka w maksimum emisji, widma pokrywaja si¢ z wyjatkiem sily jonowej o
wartosci 150 mM. W przypadku probki gdzie stezenie SDS jest ponizej CMC (Rysunek 79B)
przy wszystkich wartosciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji
biatka w maksimum emisji oraz przesuniecie w kierunku krotszych dtugosci fal. W przypadku
probek gdzie stezenie SDS jest powyzej CMC (Rysunek 79C oraz 79D) dla sit jonowych w
zakresie 0 — 150 mM nie dochodzi do Zzadnej zmiany sygnatu natomiast w przypadku sit

jonowych 200 oraz 250 mM, wida¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum

emisji.
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Rysunek 80. Widma fluorescencji albuminy: A —20 uM BSA + bufor, B —20 uM BSA + 4 mM SDS, C —20 uM
BSA + 20 mM SDS, D —20 uM BSA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy. Wzbudzenie
260 nm.
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Rysunek 81. Widma fluorescencji albuminy: A —20 uM BSA + bufor, B 20 uM BSA + 4 mM SDS, C - 20 uM
BSA +20 mM SDS, D —20 uM BSA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor zétty, 250 mM — kolor brazowy. Wzbudzenie
280 nm.

Na Rysunkach 80 i 81 (wzbudzenia 260 nm oraz 280 nm), przedstawiono po 4
przyktadowe probki dla ktorych sita jonowa wywotuje rézne efekty w widmie fluorescencji w
zaleznosci od stezenie SDS w roztworze. Oba wzbudzenia w analizie zostaty ze sobg polaczone,
gdyz dla obu efekt jest taki sam. W przypadku probki bez SDS (Rysunek 80A i 81A), przy
wszystkich warto$ciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka
w maksimum emisji, widma pokrywaja si¢ z wyjatkiem sily jonowej o wartosci 50 mM. W
przypadku probki gdzie stezenie SDS jest ponizej CMC (Rysunek 80B i 81B), powyzej sity
jonowej 50 mM obserwuje si¢ wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji
oraz przesunigcie w kierunku krotszych dlugosci fal — widma te naktadajg si¢ na siebie. W
przypadku probki gdzie stezenie SDS jest powyzej CMC (Rysunek 80C i 81C) przy sile
jonowej réwnej 50 mM nie dochodzi do Zadnej zmiany w intensywnosci fluorescencii,
natomiast dla pozostatych wartosci sity jonowej, obserwuje si¢ wzrost intensywnosci

fluorescencji biatka w maksimum emisji. W przypadku probki gdzie st¢zenie SDS jest znacznie
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powyzej CMC (Rysunek 80D 1 81D) przy wszystkich wartosciach sity jonowej obserwuje si¢

wzrost intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji, widma nie pokrywaja si¢.
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Rysunek 82. Widma fluorescencji albuminy: A —20 uM BSA + bufor, B —20 uM BSA + 4 mM SDS, C—20 uM
BSA + 20 mM SDS, D —20 uM BSA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor zétty, 250 mM — kolor brazowy. Wzbudzenie
295 nm.

Na Rysunku 82 (wzbudzenie 295 nm) przedstawiono po 4 przyktadowe probki, dla
ktorych sita jonowa wywoluje rézne efekty w widmie fluorescencji w zalezno$ci od steZenie
SDS w roztworze. W przypadku probek bez SDS lub gdy jego stezenie jest powyzej] CMC
(Rysunek 82A, 82C, 82D) przy wszystkich wartos$ciach sity jonowej obserwuje si¢ wzrost
intensywnosci fluorescencji biatka w maksimum emisji a gdy stezenie SDS jest ponizej CMC

(Rysunek 82B) obserwuje si¢ spadek. W zadnym przypadku, widma nie pokrywaja sig.

Podsumowujac, sita jonowa w wigkszosci zbadanych przypadkéw wywotuje zmiane
w widmie fluorescencji obu zbadanych biatek — zar6wno w roztworach zawierajacych czyste
biatko jak i biatko z SDS. Wida¢ wyrazna réznice, pomigdzy widmami gdzie stezenie SDS jest
ponizej a gdzie powyzej CMC, jednak nalezy pamig¢taé, ze warto§¢ CMC silnie zalezy od sity
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jonowej roztworu, w zwigzku z tym, pomimo, ze w sile jonowej 0 mM CMC jest znane 1

okreslone, to przy wyzszych wartosciach sily jonowej jest inne.

3.2.7. Wplyw dodecylosiarczanu sodu na Kinetyke zmian strukturalnych lizozymu,

albuminy oraz o—laktoalbuminy

Po wykonaniu pomiarow stacjonarnych fluorescencji, wykorzystujac spektrometr
Stopped-flow SX20 LED firmy Applied Photophysics Ltd, zbadano kinetyke zmian
strukturalnych zachodzacych w trzech biatkach: lizozymie, albuminie oraz dodatkowo w o—
laktoalbuminie pod wplywem dodecylosiarczanu sodu a takze wplyw sily jonowej na te
kinetyke. Wykorzystywany byt 10 mM bufor fosforanowy o pH 7. Koncowe ste¢zenie biatka
wynosito 10 uM. Eksperymenty przeprowadzono przy 6 réznych wartosciach sity jonowej
rozpuszczalnika: 0 mM, 50 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM oraz 250 mM. Schemat

przygotowania probek zostal przedstawiony w Tabeli 31.

Tabela 31. Lista probek albuminy (BSA) i lizozymu (HEWL) do pomiaréw kinetycznych z detekcja fluorescencji
(roztwor do pomiaréw powstawat poprzez mieszanie w stosunku objetosciowym 1:1 roztworu A i roztworu B).

Probka Roztwor wyjsciowy A Roztwor wyjsciowy B

1 20 uM biatka bufor

2 20 uM biatka 4mM SDS
3 20 .M biatka 6 MM SDS
4 20 uM bialka 8 MM SDS
5 20 uM bialka 10 MM SDS
6 20 M biatka 12 mM SDS
7 20 uM biatka 14 mM SDS
8 20 uM bialka 16 mM SDS
9 20 uM biatka 18 mM SDS
10 20 uM biatka 20 mM SDS
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11 20 uM biatka 40 mM SDS
12 20 uM bialka 60 MM SDS
13 20 uM biatka 80 MM SDS
14 20 uM biatka 100 mM SDS

Rejestrowane byly krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji. Dla obu biatek
wybrano dtugos¢ fali wzbudzenia 295 nm, a dlugos$¢ drogi optycznej wynosita 2 mm. Koncowa
krzywa postgpu reakcji, zostata uzyskana poprzez usrednienie 12 skanéw dla lizozymu i o~
laktoalbuminy oraz 20 skanéw dla albuminy. Kazdy skan trwat 10s dla lizozymu, 0,5s dla

albuminy oraz 20s dla a—laktoalbuminy. Analizowane byty relatywne krzywe postgpu reakc;ji.

Relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja fluorescencji lizozymu w zerowej sile
jonowej, zostaly przedstawione na Rysunku 83, dla albuminy na Rysunku 84 a dla o—

laktoalbuminy na Rysunku 85.

Na Rysunku 86 zostaly przedstawione relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja
fluorescencji dla 3 wybranych probek lizozymu, przy wzbudzeniu 295 nm we wszystkich sitach

jonowych, krzywe dla pozostatych probek zostaty umieszczone w rozdziale 6, na Rysunku D14.

Na Rysunku 87 zostaty przedstawione relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja
fluorescencji dla trzech wybranych probek albuminy przy wzbudzeniu 295 nm we wszystkich
sifach jonowych, krzywe dla pozostatych probek zostaly umieszczone w rozdziale 6, na

Rysunku D15.

Na Rysunku 88 zostaly przedstawione relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja
fluorescencji dla trzech wybranych probek o—laktoalbuminy przy wzbudzeniu 295 nm we
wszystkich sitach jonowych, krzywe dla pozostatych probek zostaty umieszczone w rozdziale
6, na Rysunku D16.
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Rysunek 83. Relatywne krzywe postepu reakcji lizozymu z detekcja fluorescencji w zerowej sile jonowej: 20 uM
HEWL + 2 mM SDS - kolor czarny, 20 uM HEWL + 4 mM SDS - kolor czerwony, 20 uyM HEWL + 6 mM SDS
—kolor zielony, 20 uM HEWL + 8 mM SDS — kolor niebieski, 20 uyM HEWL + 10 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM
HEWL + 12 mM SDS - kolor bragzowy, 20 uM HEWL + 14 mM SDS — kolor szary, 20 uM HEWL + 16 mM SDS
— kolor fioletowy, 20 uM HEWL + 18 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uyM HEWL + 20 mM SDS — kolor
rézowy, 20 uM HEWL + 10 40 mM SDS — kolor turkusowy, 20 uM HEWL + 80 mM SDS - kolor bordowy, 20
uM HEWL + 100 mM SDS — kolor cyjan.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcja fluorescencji lizozymu
umieszone na Rysunku 83, wida¢, ze: (1) relatywna fluorescencja biatka pochodzaca od
tryptofanu maleje wraz ze wzrostem stezenia surfaktantu, (2) dwie pierwsze krzywe, dla
ktorych stezenie SDS jest ponizej CMC znacznie odbiegaja od pozostatych. Sygnal
fluorescencji jest znacznie wigkszy od pozostatych — nie zaczyna si¢ od tego samego miejsca a
reszta krzywych ma duzo nizszy sygnat. Moze to oznacza¢, ze pewna cz¢s$¢ reakcji pomiedzy
SDS a biatkiem zachodzi w czasie martwym urzadzenia. Fluorescencja krzywych postepu
reakcji, w ktorych stgzenie SDS byto ponizej CMC narasta pod wptywem SDS, po czym osiaga
stan rownowagi 1 krzywe si¢ wywlaszczajg. Dla probki o stezeniu SDS bliskim CMC sygnat
jest znacznie nizszy. Narastanie sygnalu ma miejsce tylko na poczatku przebiegu reakcji, a

nastepnie spada, nie osiagajac plateau. Dla stg¢zen surfaktantu nieco powyzej CMC (5 mM -9
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mM) — sygnat fluorescencji spada osiggajac plateau. W st¢zeniu SDS powyzej 10 mM widac

poczatkowo narastanie sygnatu nastgpnie jego znaczy spadek i kolejny wzrost.

relatywna fluorescencja [j.u.]

vk s T ST

Rysunek 84. Relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcja fluorescencji w zerowej sile jonowej: 20 uM
BSA + 2 mM SDS — kolor czarny, 20 uM BSA + 4 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM BSA + 6 mM SDS — kolor
zielony, 20 uM BSA + 8 mM SDS — kolor niebieski, 20 uM BSA + 10 mM SDS — kolor z6tty, 20 uM BSA + 12
mM SDS — kolor brgzowy, 20 uM BSA + 14 mM SDS — kolor szary, 20 uM BSA + 16 mM SDS — kolor fioletowy,
20 uM BSA + 18 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM BSA + 20 mM SDS — kolor r6zowy, 20 uM BSA + 10
40 mM SDS — kolor turkusowy, 20 uM BSA + 80 mM SDS — kolor bordowy, 20 uM BSA + 100 mM SDS — kolor
cyjan.

Interpretujac relatywne krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji albuminy
umieszone na Rysunku 84, wida¢, ze krzywe nie zaczynaja si¢ w tym samym punkcie, co
wskazuje na to, ze podobnie jak w przypadku lizozymu, reakcja zaczyna si¢ w czasie martwym
urzadzenia. Wraz ze wzrostem stezenia surfaktanu widoczne jest obnizenie sygnalu
fluorescencji w czasie. Im wyzsze stezenie SDS, tym reakcja zachodzi szybciej 1 biatko szybciej
osigga stan rownowagi, czyli koncowg stabilng strukture. Dodatkowo mozna zauwazy¢, ze gdy

stezenia surfaktantu jest wyzsze niz CMC, pojawia si¢ dodatkowy etap reakcji — po nagtym
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spadku fluorescencji, nastepuje jej wzrost a nastepnie znowu spadek i osiggniecie przez krzywg
plateau.
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Rysunek 85. Relatywne krzywe postepu reakcji o—laktoalbouminy z detekcja fluorescencji w zerowej sile jonowej:
20 uM LALBA + 2 mM SDS — kolor czarny, 20 uM LALBA + 4 mM SDS — kolor czerwony, 20 uM LALBA +
6 mM SDS - kolor zielony, 20 uM LALBA + 8 mM SDS — kolor niebieski, 20 uM LALBA + 10 mM SDS — kolor
z6tty, 20 uM LALBA + 12 mM SDS - kolor brazowy, 20 uM LALBA + 14 mM SDS — kolor szary, 20 uM
LALBA + 16 mM SDS - kolor fioletowy, 20 uM LALBA + 18 mM SDS — kolor pomaranczowy, 20 uM LALBA
+ 20 mM SDS - kolor r6zowy, 20 uM LALBA + 10 40 mM SDS — kolor turkusowy, 20 uM LALBA + 80 mM
SDS — kolor bordowy, 20 uM LALBA + 100 mM SDS — kolor cyjan.

Interpretujagc relatywne krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji  o—
laktoalbuminy umieszone na Rysunku 85, mozna zauwazy¢, ze podobnie jak w przypadku
poprzednich bialek, krzywe nie zaczynajg si¢ w tym samym punkcie, co wskazuje na to, ze i ta
reakcja zaczyna si¢ w czasie martwym urzadzenia. Podobnie jak w przypadku lizozymu, dwie
krzywe, w ktorych stezenie SDS bylo ponizej CMC, znacznie odbiegaja od pozostatych. W obu
przypadkach wida¢ narastanie fluorescencji, po czym krzywe osiagaja plateau. W zakresie
stezen SDS 4 mM — 10 mM obserwuje si¢ poczatkowo narastanie sygnatu, a nastgpnie jego
spadek, az do uzyskania przez uktad stanu rownowagi, natomiast, gdy stezenie SDS znacznie

przewyzsza CMC, wida¢ spadek sygnatu.
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Podsumowujac, krzywe uzyskane dla wszystkich trzech biatek w zerowej sile jonowej,
pokazuja, ze zmiany konformacyjne zachodzace w biatkach pod wptywem SDS, obserwowane
poprzez pomiar fluorescencji przy wzbudzeniu 295 nm w zaleznos$ci od st¢zenia SDS, moga
by¢ nawet trzyetapowe i dopiero po uptywie kilku sekund dla lizozymu i a—laktoalbuminy oraz
kilkudziesigciu milisekund dla albuminy, uzyskuja stabilng strukture¢. Ponadto wida¢, jak
istotng role w przebiegu procesu odgrywa stg¢zenie SDS i oddziatywania biatka z pojedynczymi
czasteczkami surfaktantu, gdy stezenie SDS jest ponizej CMC. Powyzej CMC, gdy w
roztworze sg obecne micele, mozna dostrzec dodatkowe etapy zmian konformacyjnych —
biatko moze przyjmowac¢ forme¢ posrednig, ktora w czasie zmienia si¢ w stabilng strukture

koncows.
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Rysunek 86. Relatywne krzywe postepu reakcji lizozymu z detekcjg fluorescencji: A — 20 uM HEWL + 2 mM
SDS, B-20 uM HEWL + 18 mM SDS, C —20 uM HEWL + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50
mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM —
kolor bragzowy.

Interpretujac krzywe przedstawione na Rysunku 86 oraz D14, wida¢, Ze sila jonowa, ma

znaczacy wplyw na obserwowany proces — zmiany konformacyjne w biatku, zachodzace pod
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wptywem SDS oraz na ostateczng strukture, jakg biatko przyjmuje. Dla wszystkich probek,
gdzie stezenie SDS bylo powyzej 2 mM, krzywa w zerowe;j sile jonowej odbiega ksztattem od
pozostalych. Im wyzsza warto$¢ silty jonowej, tym sygnal fluorescencji jest wyzszy. Wszystkie
krzywe osiagaja plateau, co oznacza, ze lizozym osiagga ostateczng stabilng strukture. Ponadto,
mozna zauwazy¢ pewne powtarzalne S$ciezki zmian sygnalu w czasie, w konkretnych
przedziatach stezenia SDS. W przypadku probki, w ktorej stezenie koncowe surfaktantu
wynosito 2 mM (Rysunek 86A) widaé, ze wraz ze wzrostem sily jonowej, powyzej 50 mM, w
trakcie zmian konformacji lizozymu pojawia si¢ dodatkowy etap — poczatkowo narastajacy
sygnat zaczyna spada¢. Krzywe nie osiagajg plateau przez 10 sekund, tym czasie biatko nie
osigga ostatecznej stabilnej struktury. W przypadku, gdy stezenie SDS wynosi migdzy 3 mM
(Rysunki D14A — D14G) a 10 mM (Rysunek 86B) w przypadku sity jonowej w przedziale 50
mM — 100 mM obserwuje si¢ narastanie sygnalu w czasie, a powyzej tej wartosci (150 mM —
250 mM) pojawia si¢ dodatkowy etap poczatkowo narastajacy sygnal zaczyna spadac by
nastgpnie osiaggnac plateau. W przypadku, gdy stezenie SDS wynosi miedzy 20 mM (Rysunki
D14H, D14I oraz D14J) a 50 mM (Rysunek 86C) tylko dla zerowe;j sity jonowej wida¢ spadek
sygnatu, a dla wszystkich pozostatych wartosci sity jonowej (50 mM — 250 mM) wzrost.
Wszystkie krzywe osiagaja plateau. Zadne z krzywych sie nie pokrywaja, co oznacza, ze w

zaleznos$ci od stezenia SDS i sity jonowej roztworu, biatko osigga inng strukture 11l-rzgdowa.
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Rysunek 87. Relatywne krzywe postepu reakcji albuminy z detekcja fluorescencji: A — 20 uM BSA + 2 mM
SDS, B —20 uM BSA + 18 mM SDS, C —20 uM BSA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM
— kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor

brazowy.

Interpretujac krzywe przedstawione na Rysunku 87 oraz D15, sita jonowa wptywa na
ksztalt krzywych w zaleznos$ci od stgzenia SDS, im wyzsza warto$¢ sity jonowej tym szybszy
spadek sygnatu, czyli sita jonowa wplywa na szybko§¢ zmian konformacyjnych w albuminie
wywotanych SDS. Dodatkowo sita jonowa powoduje zanik dwuetapowosci reakcji, w
przypadku, gdy jej warto$¢ wynosi 50 mM i wiecej (Rysunki 87B, 87C oraz D15A — D15J).
Wszystkie krzywe osiagaja plateau, co oznacza, ze albumina osigga koncowa, stabilng

strukture.
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Rysunek 88. Relatywne krzywe postepu reakcji o—laktoalbuminy z detekcja fluorescencji: A — 20 uM LALBA +
2 mM SDS, B —20 uM LALBA + 18 mM SDS, C —20 uM LALBA + 100 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor
czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250

mM — kolor brazowy.

Interpretujac krzywe przedstawione na Rysunku 88 oraz D17, wida¢, ze podobnie jak
w przypadku lizozymu oraz albuminy, sita jonowa wplywa na przebieg procesu, a tym samym
na zmiany strukturalne o—laktoalbuminy. W przypadku, gdy sita jonowa w roztworze wynosi
50 mM, to niezaleznie od stezenia SDS, krzywa znacznie odbiega od pozostatych — ma znacznie
nizszy sygnal. Podobnie jak w przypadku lizozymu, mozna zauwazy¢ pewne cechy
charakterystyczne wygladu krzywych zalezne od stezenia SDS. Dla st¢zenia SDS miedzy 2
(Rysunek 88A) a 3 mM (Rysunek D17A), dla wszystkich warto$ci sity jonowej obserwuje sig¢
wzrost sygnatu fluorescencji. Dla probek, gdzie stezenie SDS wynosi migdzy 4 mM a 9 mM
(Rysunki D17B — D17F) w przypadku, gdy sita jonowa wynosi miedzy 50 mM a 150 mM
wida¢, dwuetapowos¢ w reakcji: poczatkowe narastanie a nastepnie spadek sygnatu. Dla sity
jonowej migdzy 200 mM a 250 mM oraz 0 mM — tylko narastanie sygnatu. Gdy stezenie SDS
wynosi miedzy 9 mM a 10 mM, (Rysunki 88B oraz D17QG), dla sit jonowych w przedziale 0
mM — 50 mM, wida¢ spadek sygnatu, w przedziale 100 mM — 150 mM nadal widac¢
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dwuetapowos¢ reakceji, poczatkowe narastanie a nast¢pnie spadek sygnatu, w przedziale 200
MM — 250 wcigz wida¢ narastanie sygnatu. Gdy stezenie SDS wynosi 20 mM (Rysunek D17H)
a sita jonowa jest w przedziale 0 mM — 150 mM obserwuje si¢ spadek sygnatu, a w przedziale
200 mM — 250 mM nadal jego wzrost. W przedziale stezen SDS migdzy 30 mM a 50 mM
(Rysunki 88C oraz D17H — D17J), przy wszystkich warto$ciach sity jonowej wida¢ spadek
sygnatu.

Podsumowujac, krzywe uzyskane dla wszystkich trzech biatek pokazuja, ze zmiany
konformacyjne biatek pod wptywem SDS, obserwowane poprzez pomiar fluorescencji
(pomiary kinetyczne), sa silnie zaleznie zarowno od st¢zenia SDS (mozna wyrdzni¢ pewne
zakresy stezen surfaktantu, dla ktorych widac tylko wzrost sygnatu, tylko spadek albo wzrost i
spadek sygnatu dla jednego przebiegu), jak 1 warto$ci sily jonowej (tutaj podobnie mozna
zauwazy¢ pewne tendencje w przebiegu krzywych, w zaleznos$ci od wartosci sity jonowej). Dla
wszystkich biatek, najwigkszg zmiang obserwuje si¢ w momencie, gdy sita jonowa z zerowej
wzrasta do wartosci 50 mM. Podobnie jak w przypadku pomiaréw stacjonarnych fluorescencji,
nalezy pamig¢ta¢ o fakcie zmiany CMC SDS w funkcji sily jonowej. Oba eksperymenty
pokazuja, jak istotne w kontekscie badan oddziatywan biatek z SDS i obserwacji zmian
struktury biomolekut pod wplywem surfaktantu, jest dobranie odpowiednich warunkéw
eksperymentu, takich jak stezenie surfaktantu czy wartos¢ sity jonowej, aby w odpowiedni

sposob moc interpretowac uzyskane dane.
4. Podsumowanie

Uktad biatko—surfaktant, a w szczeg6lnosci biatko—SDS, jest niezwykle ciekawym
obiektem badawczym. Wptyw dodecylosiarczanu sodu na zmiany konformacyjne w biatkach
(struktura 11— lll1-rzedowa), a przede wszystkim, stanowigca gtowny watek rozprawy kinetyka
tych zmian, z jednej strony daje ogromne mozliwosci badawcze, z drugiej zas$ jest zjawiskiem
chwilami nieprzewidywalnym, zaskakujacym, trudnym do zbadania dostgpnymi metodami czy
do interpretacji. Niewatpliwie jednak, daje ona podstawy do zrozumienia wielu zachodzacych
proceséw molekularnych.

Podsumowujac uzyskane wyniki:

1. Zmiany strukturalne zachodzace w strukturze II- i l1l-rz¢dowej biatek pod wptywem SDS,

zaleza od kilku gléwnych czynnikow:
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o stezenia surfaktantu — pojedyncze czasteczki surfaktantu (stezenie SDS ponizej
CMC) odgrywajg rownie istotng role¢ w zmianach konformacyjnych biatek jak i
micele (stezenie SDS powyzej CMC);

e stezenia badanego biatka — istnieje prog stezenia SDS, powyzej ktorego w
roztworze zawierajacym biatko 1 SDS, nie ma wolnych frakcji biatka;

e procedury przygotowania probek — czy przed osiggni¢ciem koncowego stezenia
SDS w roztworze, wyjsciowy roztwor biatka, zawieral juz pewng ilo$¢ surfaktantu
czy tez nie; W przypadku o-chymotrypsyny, zaréwno koncowa struktura 11— jak i
I11-rzedowa silnie zalezy od procedury przygotowania probek do pomiarow widm
dichroizmu kotowego; w przypadku o-laktoalbuminy koncowa struktura II-
rz¢dowa nie zalezy od procedury, natomiast IlI-rzedowa juz tak; w przypadku
lizozymu oraz albuminy, zadna ze struktur nie zalezy od procedury przygotowania
probek;

e sily jonowej roztworu — sita jonowa roztworu, w ktorym prowadzone sg badania
wplywa na zmiany zachodzace w strukturze Il-i Ill-rzedowej trzech badanych
biatek: a—laktoalbuminy, lizozymu oraz albuming; wida¢ to w: (1) pomiarach
stacjonarnych widm dichroizmu kotowego — w strukturze Il-rzedowej obserwuje
si¢ przede wszystkim zmian¢ zawartosci frakcji a-helis i B-kartek, w Ill-rzedowe;j
zmiany w ksztatcie widm, ktoére wskazuja na zmiany konformacyjne w okolicy
aminokwasow aromatycznych, (2) pomiarach kinetycznych z detekcja fluorescencji
— najwigksza zmian¢ w przebiegu krzywych postgpu reakcji obserwuje si¢ w
momencie, gdy sita jonowa z zerowej wzrasta do wartosci 50 mM, ponadto w
zaleznoS$ci od warto$ci sity jonowej obserwuje si¢ spadek badz wzrost sygnatu w
czasie, a takze moze wzrasta¢ liczba etapow reakcji.

2. Nie mozna przyjac, ze dla wszystkich biatek i stezen SDS, struktura II-i lll-rzgdowa, ktora
przyjmuje dane biatko w wyniku interakcji z surfaktantem, jest stabilng w czasie strukturg
koncowa. Dla a-chymotrypsyny osiagnigta struktura Il-rzgdowa, jest stabilng struktura,
przez co najmniej 320 minut a Ill-rzgdowa przez co najmniej 200 minut; w przypadku
albuminy i lizozymu jest podobnie: osiggnigta struktura Il1-rzedowa jest stabilng struktura
przez co najmniej 270 minut a lll-rzedowa przez co najmniej 300 minut — w tym czasie
nie zachodza zadne posrednie zmiany w strukturze bialek; przypadku o—laktoalbuminy, gdy
stezenie SDS jest: (1) powyzej CMC, osiagnieta struktura ll-rzedowa jest stabilng strukturs,

przez co najmniej 270 minut, (2) ponizej CMC jest, strukturg niestabilng, ktora zmienia si¢
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w czasie i swojg stabilno$¢ uzyskuje po co najmiej 270 minutach; w przypadku struktury
I1l-rzedowej a—laktoalbuminy, zaré6wno ponizej jak i powyzej CMC, struktura, ktorg
przyjmuje biatko pod wptywem surfaktantu nie jest struktura stabilna, i nie stabilizuje si¢
przez co najmniej 300 minut.

. Zardwno stezenie SDS jak 1 sita jonowa roztworu wywotuja zmiang w widmie fluorescencji
albuminy oraz lizozymu. Wida¢ wyrazng réznice, pomigdzy widmami, gdzie stezenie SDS
jest ponizej a gdzie powyzej] CMC. W zalezno$ci od stezenia surfaktantu i wartosci sity
jonowej mozna zaobserwowaé spadek badz wzrost emisji fluorescencji biatek, czy tez
przesuni¢cie maksimum emisji. Nalezy jednak pamietac, ze warto§¢ CMC silnie zalezy od
sity jonowej roztworu, w zwiazku z tym, pomimo, ze w sile jonowej 0 mM w 10 mM
buforze fosforanowym CMC jest znane i okreslone, to przy wyzszych wartosciach sity
jonowej jest inne.

. W zaleznosci, czy obserwuje si¢ zmiany strukturalne w biatkach wywotane SDS poprzez
detekcje dichroizmu kotowego czy fluorescencji, wida¢ rézne aspekty tych zmian. Zmiany
strukturalne zachodzace w a-chymotrypsynie pod wpltywem SDS, charakteryzujg si¢ trzema
(zgodnie z wynikami CD) dla struktury Il— i Ill-rzedowej lub czterema (zgodnie z
wynikami fluorescencji) dla struktury Ill1-rzgdowej, nieodwracalnymi etapami.

Zmiany strukturalne zachodzace w biatkach pod wptywem dodecylosiarczanu sodu badane
metodg dichroizmu kotowego zachodzace w strukturze ll-rz¢dowej znacznie r6znig si¢ od
zmian zachodzacych w strukturze I1I-rzedowej — dla a-chymotrypsyny rozni si¢ kinetyka
tych zmian (state szybkosci reakcji), wzgledne amplitudy, a takze reakcje zachodza z r6zng
szybkoscia.

Kinetyka zmian strukturalnych biatek silnie zalezy od st¢zenia surfaktanu oraz od wartosci
sity jonowej roztworu. W przypadku albuminy, w badaniach kinetyki zmian struktury 11—
rzedowej pod wptywem SDS w funkcji stezenia surfaktantu jak i w funkcji sity jonowej
roztworu, reakcja zachodzi w trzech etapach, z czego pierwszy jest najszybszy i w
wigkszosci zachodzi w czasie martwym urzadzenia — moze on by¢ zwigzany z
poczatkowymi zmianami w strukturze drugorzedowej, np. szybka reorganizacja a-helis i -
kartek po kontakcie biatka z SDS, drugi etap to etap posredni i przejsciowy, mogacy
obejmowac rearanzacje struktury drugorzedowej czy formowanie si¢ stanow posrednich,
natomiast trzeci moze odpowiada¢ wolniejszym procesom, takim jak petna reorganizacja
lub stabilizacja nowej struktury drugorzedowej. Przy stezeniu SDS ponizej CMC, gdzie
wystepuja jedynie pojedyncze czasteczki SDS (brak miceli) nie wystepuje posredni etap
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osiggania przez biatko koncowej stabilnej struktury. Wraz ze wzrostem sity jonowej
roztwory, zanika wyrazne przejscie pomigdzy drugim a trzecim etapem reakcji.

7. Wkiad fluorescencji emitowanej przez poszczeg6lne tryptofany w biatku, do catkowitej
zarejestrowanej fluorescencji, zalezy od dlugosci fali wzbudzenia, i nie dlatego ze sama
fluorescencja tryptofanéw zalezy od tej energii, lecz dlatego, ze $ciezki bezpromienistej
utraty energii przez tryptofany, podczas przejs¢ do najnizszego wzbudzonego stanu
singletowego (S1), z ktorego mozliwa jest emisja promieniowania na sposob fluorescenc;ji,

zachodzg z r6znym prawdopodobienstwem.

5. Konkluzje i perspektywy

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow, z réznymi biatkami, stanowczo
mozna powiedzie¢, ze nie ma jednej, uniwersalnej $ciezki opisujacej kinetyke zmian
strukturalnych, zachodzacych w biatkach pod wptywem dodecylosiarczanu sodu. Nie ma

rowniez jednej metody badawczej, dajacej jednoznaczne wyniki do interpretacji.

Nalezy szczegodlnie podkresli¢, co zostato zaobserwowane w trakcie eksperymentow i
ich analizy, ze zmiany zachodzgace w strukturze I1—i lll-rzedowej bialek, nie zawsze sg ze sobg
$cisle skorelowane, a wrecz zachodza one zupelnie innymi $ciezkami, przy tych samych
warunkach pomiarowych. Ponadto, obserwacja tych zmian r6znymi metodami badawczymi z
detekcja roznych wielkosci fizycznych, moze si¢ od siebie znaczaco rdézni¢ a takze ujawniac

niewidoczne dotad zjawiska.

To jak wiele czynnikow wptywa na interakcje biatko—SDS, z pewno$cia wymaga
dalszej pracy. To, co udato si¢ zaobserwowac w trakcie prowadzonych badan, to fakt, ze
ogromny wpltyw na zmiany zachodzace W strukturze biatka ma stezenie surfaktantu,
szczegblnie wazne jest okreslanie st¢zenie wzgledem CMC, gdyz jak to zostato pokazane w
wielu eksperymentach, oddziatywania bialek z pojedynczymi czasteczkami ma ogromne
znacznie w kontekscie badan uktadow biatko—SDS. Potwierdza si¢, ze sita jonowa odgrywa
rowniez niezwykle istotng role w zachodzacych w biatku zmianach konformacyjnych 1 ich
kinetyce. Duze znaczenie ma réwniez bufor, w ktérym prowadzone sg eksperymenty, nie ma
jednego uniwersalnego do obserwowania interakcji biatko—surfaktant. Zdecydowanie wida¢, ze
tak jak w wielu innych badaniach, powinien by¢ on dobierany indywidualnie pod konkretne
biatko i wybrang metode badawczg. Kolejny wazny aspekt to procedura przygotowywania
roztworow do pomiarow, gdyz wida¢, jak kluczowa odgrywa ona rolg 1 jak duzy wpltyw potrafi

mie¢ na osiggang przez bialko koncowa strukture oraz kinetyke zmian zachodzacych w
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biomolekutach. Stabilno$¢ uktadow biatko—SDS w czasie, jest rowniez niewatpliwie waznym
elementem. Jak wida¢, w przypadku niektorych bialek potrzebny jest dluzszy czas na
ustabilizowanie si¢ uktadu i1 osiagnigcie przez biatko stabilnej struktury. Duzym problemem w
badaniu interakcji biatko—SDS jest czas, w jakim zachodzg zmiany strukturalne. Dla niektorych
biatek, reakcja jest na tyle szybka, ze w calo$ci zachodzi w czasie martwym urzadzenia, a dla
niektérych zachodzi w czasie tak krotkim, ze uzyskanie wilasciwych do dalszej analizy
krzywych, jest niemalze niemozliwe. Sprawy nie utatwia rowniez zjawisko fotowybielania — w
konteks$cie badan spektrofluorymetrycznych bardzo wazny jest dobor odpowiedniego zrodta

Swiatla.

Na co nalezy rowniez zwrdci¢ szczegolng uwage w rozprawie to odkrycie, nigdzie
wczesniej nieopisane i nieopublikowane, dotyczace wktadu fluorescencji emitowanej przez
poszczegolne tryptofany w biatku do catkowitej zarejestrowanej fluorescencji. Jest ono zalezne
od dlugosci fali wzbudzenia. Badania na ten temat sg kontynuowane, zostaly dodatkowo
poszerzone o inne bialka, a takze o warunki prowadzenia pomiarow, takie jak wykorzystywany

bufor, jego pH czy wartos$¢ sity jonowej roztworu.

Wykonane i przeanalizowane pomiary stacjonarne, ale przede wszystkim kinetyczne,
pozwalajg na zaprojektowanie dalszych eksperymentow w taki sposob, aby dobraé jak
najdogodniejsze warunki pomiarowe, ktore uwzgledniaja wszystkie znaczace elementy
wplywajace na powodzenie badan. Dzieki temu, mozliwe jest uzyskanie najdoktadniejszego
obrazu kinetyki zmian strukturalnych zachodzacych w biatkach pod wptywem SDS. Wiadomo
juz, jakie elementy maja wplyw na eksperymenty, o czym nalezy pami¢tac¢ 1 na co zwrdcié

uwage.

Badania dotyczace kinetyki zmian strukturalnych w biatkach indukowanych SDS, s3 1
beda kontynuowane. Przede wszystkim, pomiary kinetyczne z wykorzystaniem
spektrofotometru Chirascan Plus z przystawka stopped—flow z detekcjg dichroizmu kotowego
i fluorescencji, przy réoznych dhugosciach fali wzbudzenia, zaréwno w FUV jak i NUV dla
wybranych biatek. Dadzg one mozliwo$¢ na przeprowadzenie analizy, pozwalajacej na
okreslenie ilosci proceséw relaksacji, statych szybkos$ci reakcji czy wzglednych amplitud, a
takze, na sprawdzenie czy zmiany zachodzace w strukturze |l-rzgdowej sg takie same czy inne
niz w strukturze lll-rzedowej. Ciekawych wynikow moga rowniez dostarczy¢ analogiczne
kinetyczne badania w ré6znych warunkach pomiarowych, celem sprawdzenia, jak parametry

uktadu, takie jak sita jonowa, pH roztworu, czy wprowadzenie do uktadu zageszczacza
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molekularnego, wplywaja na kinetyke zmian strukturalnych w biatkach 1 parametry ja

opisujace.

Niewatpliwie obszarem, ktory rowniez wymaga kontynuacji badan jest temat dotyczacy
wktadu fluorescencji emitowanej przez poszczegoélne tryptofany w biatku do catkowitej
zarejestrowane] fluorescencji. Tutaj starannie nalezy dobra¢ biatka do badan i wprowadzi¢
mutanty, w ktorych mozna calkowicie wyeliminowaé tryptofany lub zwigkszy¢ ich ilos¢.
Istotne jest rowniez, aby do badan kinetycznych, wprowadzi¢ inne biatka, ktére podobnie jak
o—chymotrypsyna charakteryzujg si¢ dtugoczasowg relaksacjg po dodaniu do roztworu biatka

SDS.

Podsumowujac, przeprowadzone badania, wykonane i zanalizowane eksperymenty
opisane w rozprawie, stanowig solidny fundament badan ukladow biatko—surfaktant i
dostarczaja szeregu nowych i cennych informacji na temat kinetyki zmian strukturalnych
zachodzacych w biomolekutach pod wptywem dodecylosiarczanu sodu. Badania sg caly czas
kontynuowane, udoskonalane i1 z cala pewno$cia sa 1 beda fundamentalng cze¢scia

prowadzonych dalszych badan naukowych.
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Rysunek D1. Widmo absorpcji — kolor niebieski oraz widmo fluorescencji — kolor czerwony tryptofanu[25].
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Rysunek D2. Wynik dekonwolucji przeprowadzonej dla 10 pM lizozymu w buforze fosforanowym za pomoca
programu BeStSel.
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Rysunek D3. Wynik dekonwolucji przeprowadzonej dla 10 uM albuminy w buforze fosforanowym za pomoca
programu BeStSel.
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Rysunek D4. Wynik dekonwolucji przeprowadzonej dla 10 uM o—laktoalbuminy w buforze fosforanowym za
pomocg programu BeStSel.
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Rysunek D5. Wynik dekonwolucji przeprowadzonej dla 20 pM albuminy + 80 mM SDS w buforze fosforanowym
za pomocg programu BeStSel.
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Rysunek D6. Widma fluorescencji lizozymu. Wzbudzenie 208 nm. A — 20 uM HEWL + 8 mM SDS, B — 20 uM
HEWL + 12 mM SDS, C - 20 uM HEWL + 16 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 40 mM SDS, E -20 uM HEWL
+ 60 mM SDS, F 20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM - kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D7. Widma fluorescencji lizozymu. Wzbudzenie 260 nm. A — 20 uM HEWL + 8 mM SDS, B — probka
20 uM HEWL + 12 mM SDS, C — 20 uM HEWL + 16 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 40 mM SDS, E 20 uM
HEWL + 60 mM SDS, F 20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D8. Widma fluorescencji lizozymu. Wzbudzenie 280 nm. A — 20 uyM HEWL + 8 mM SDS, B — 20 uM
HEWL + 12 mM SDS, C — probka 20 uM HEWL + 16 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 40 mM SDS, E — 20 uM
HEWL + 60 mM SDS, F — 20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor
czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D9. Widma fluorescencji lizozymu. Wzbudzenie 295 nm. A— 20 uyM HEWL + 8 mM SDS, B — 20 uM
HEWL + 12 mM SDS, C — 20 uM HEWL + 16 mM SDS, D — probka 20 uM HEWL + 40 mM SDS, E —20 uM
HEWL + 60 mM SDS, F — probka 20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM —
kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor zo6tty, 250 mM — kolor

brazowy.
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Rysunek D10. Widma fluorescencji albuminy. Wzbudzenie 220 nm. A — 20 uM BSA + 8 mM SDS, B -20 uM
BSA + 12 mM SDS, C — 20 uM BSA + 16 mM SDS, D — probka 20 uM BSA + 40 mM SDS, E —20 uM BSA +
60 mM SDS, F — 20 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100

mM — Kkolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D11. Widma fluorescencji albuminy. Wzbudzenie 260 nm. A— 20 uM BSA + 8 mM SDS, B -20 uM
BSA + 12 mM SDS, C — 20 uM BSA + 16 mM SDS, D — probka 20 uM BSA + 40 mM SDS, E —20 uM BSA +
60 mM SDS, F —20 puM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100
mM — Kkolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D12. Widma fluorescencji albuminy. Wzbudzenie 280 nm. A — 20 uM BSA + 8 mM SDS, B — probka
20 uM BSA + 12 mM SDS, C -20 uM BSA + 16 mM SDS, D — 20 uM BSA + 40 mM SDS, E — 20 uM BSA +
60 mM SDS, F — probka 20 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony,
100 mM - kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D13. Widma fluorescencji albuminy. Wzbudzenie 295 nm. A - 20 uM BSA + 8 mM SDS, B -20 uM
BSA + 12 mM SDS, C — 20 uM BSA + 16 mM SDS, D — 20 uM BSA + 40 mM SDS, E —20 uM BSA + 60 mM
SDS, F —20 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM —
kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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Rysunek D14. Relatywne krzywe postepu reakeji z detekcjg fluorescencji lizozymu. A — 20 uM HEWL + 6 mM
SDS, B — 20 uM HEWL + 8 mM SDS, C — 20 uM HEWL + 10 mM SDS, D — 20 uM HEWL + 12 mM SDS, E —
20 uM HEWL + 14 mM SDS, F - 20 uM HEWL + 16 mM SDS, G — 20 uM HEWL + 18 mM SDS, H — 20 uM
HEWL + 40 mM SDS, | — 20 uM HEWL + 60 mM SDS, J — 20 uM HEWL + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM —
kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor
76tty, 250 mM — kolor bragzowy.
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Rysunek D15. Relatywne krzywe postgpu reakceji z detekeja fluorescencji albuminy. A— 20 uM BSA + 6 mM
SDS, B — 20 uM BSA + 8 mM SDS, C — 20 uM BSA + 10 mM SDS, D 20 uM BSA + 12 mM SDS, E — 20 uM
BSA + 14 mM SDS, F — 20 uM BSA + 16 mM SDS, G — 20 uM BSA + 18 mM SDS, H — 20 uM BSA + 40 mM
SDS, | —20 uM BSA + 60 mM SDS, J — 20 uM BSA + 80 mM SDS. Sita jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM
— kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200 mM — kolor z6tty, 250 mM — kolor

brazowy.
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Rysunek D16. Relatywne krzywe postepu reakcji z detekcjg fluorescencji a—laktoalbuminy. A — 20 uM LALBA
+6 mM SDS, B—-20 uM LALBA + 8 mM SDS, C — 20 uM LALBA + 10 mM SDS, D 20 uM LALBA + 12 mM
SDS, E—20 uM LALBA + 14 mM SDS, F — 20 uM LALBA + 16 mM SDS, G — 20 uM LALBA + 18 mM SDS,
H - 20 uM LALBA + 40 mM SDS, T - 20 uM LALBA + 60 mM SDS, J — 20 uM LALBA + 80 mM SDS. Sita
jonowa 0 mM — kolor czarny, 50 mM — kolor czerwony, 100 mM — kolor zielony, 150 mM — kolor niebieski, 200
mM — kolor zo6tty, 250 mM — kolor brazowy.
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