Streszczenie

Zachodzace pod wplywem czynnikéw Srodowiskowych zmiany konformacyjne w
biatkach, s3 waznym zjawiskiem, ktére pozwala na poznanie i zrozumienie wielu
podstawowych procesow molekularnych, zachodzacych w organizmach zywych. Jednym z
takich czynnikow sg réznego rodzaju zwigzki chemiczne czy makromolekuty, ktére dodane do
roztworu zawierajgcego biatko, wptywaja na jego strukture, zaréwno Il—, III-jak i [V-rzedowa.
Do takich zwigzkéw nalezy dodecylosiarczan sodu (SDS, ang. sodium dodecyl sulfate) —

anionowy surfaktant, ktory wywoluje w bialkach zmiany konformacyjne.

Dodecylosiarczan sodu, wptywa zaréwno na strukture 1 jak i [lIl-rzedowa wszystkich
5 badanych w ramach tej rozprawy | doktorskiej biatek: o—chymotrypsyny, o~
chymotrypsynogenu, albuminy, lizozymu oraz o-laktoalbuminy. Nie ma natomiast jednej,
uniwersalnej Sciezki tych zmian. Wida¢, ze SDS wplywa na zmiany konformacyjne w biatkach
Juz w stgzeniach milimolowych, ponadto zmiany te sa widoczne zaréwno ponizej jak i powyzej
krytycznego stezenia micelizacji (CMC, ang. critical micelle concentration). W zaleznosci od
wartosci stezenia, Sciezki tych zmian sg rézne, co pozwala stwierdzi¢, ze badane biatka wigza
i pojedyncze czgsteczki surfaktantu i micele, a to z kolei moze oznaczaé, ze istotng role w
zmianach konformacyjnych biatek odgrywajg ich interakcje nie tylko z micelami, ale réwniez

z pojedynczymi czgsteczkami SDS.

Struktura, ktéra przyjmuje biatko po zakoficzeniu wigzania z SDS moze, ale nie musi
by¢ jego stabilng struktura koficowa. Zmiany wywotywane przez SDS w strukturze II— i III-
rzgdowej mogg zachodzi¢ z rézng szybkoscig, a rejestracja parametréw fizycznych, takich jak
fluorescencja czy dichroizm kotowy pokazuje rozne aspekty tych zmian, ktére sa zwiazane z

réznymi cechami struktury biatka.

Duze znaczenie w badaniach uktadu bialko—SDS, ma procedura przygotowywania
probek do badan, a doktadnie fakt, czy przed osiggnigciem koncowego stezenia SDS,
wyjsciowy roztwor bialka, zawieral juz pewng ilo$é surfaktantu czy tez nie. Co cieckawe, w
przypadku zmian w strukturze II- i Ill-rzgdowej lizozymu oraz albuminy, zmiany te nie zaleza
od procedury prowadzacej do osiagniecia koncowego stezenia SDS w roztworze, natomiast
zupetnie inaczej jest w przypadku w przypadku o—chymotrypsyny oraz o—laktoalbuminy. Dla
o—chymotrypsyny, procedura ma wplyw zardwno na zmiany zachodzace w strukturze II— i [Tl

rzgdowej, a dla o~laktoalbuminy ma wplyw tylko na zmiany w strukturze Ill-rzedowe;.



Kolejnym niezwykle waznym czynnikiem wplywajacym na zmiany strukturalne w
biatkach pod wptywem dodecylosiarczanu sodu jest sita jonowa roztworu. Widac to zardwno
w pomiarach stacjonarnych jak i kinetycznych z rejestracjg zardwno sygnatu dichroizmu
kotowego jak i fluorescencji. Nie ma jednak jednej uniwersalnej Sciezki zachodzgcych zmian.
Sita jonowa wplywa ponadto na szybko$¢ procesu zmian konformacyjnych zachodzacych w

biomolekutach oraz na jego etapowosc.

Nastepnym niezwykle ciekawym zjawiskiem, ktére zostato zarejestrowane w trakcie
badan ukladu o—chymotrypsyna—SDS, jest fakt, ze wktad fluorescencji emitowanej przez
poszczegolne tryptofany w biatku do catkowitej zarejestrowanej fluorescencji biatka, zalezy od
dtugosci fali wzbudzenia — nie dlatego, ze sama fluorescencja tryptofandw zalezy od energii
wzbudzenia, lecz dlatego, Ze $ciezki bezpromienistej utraty energii przez tryptofany, zachodza

z r6znym prawdopodobienstwem.

Podsumowujac, zmiany strukturalne zachodzace w biatkach pod wpltywem
dodecylosiarczanu  sodu, sa zjawiskiem niezwykle cickawym i dajagcym czesto
nieprzewidywalne wyniki. Ilo$¢ czynnikéw mogacych wplywac na zachodzgce zmiany,
zarbwno w strukturze 11— jak i Ill-rzedowej jest bardzo duza a ich skutek w znacznej mierze

zalezy od badanego biatka.



