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WSTEP

Bialko wizace ryboflawing z biatka jaja kurzego (RBP) speinia specyficzng funkcje w procesic rozrodo
umozliwiajac transport i magazynowanic witaminy B, (ryboflawiny) niezbednej dla rozwijajacego si¢ zarodka,
Crasteczka RBP zbudowana jest z jednega larcuchapolipeptydowego ztoZonegoz 219 aminokwaséw. Ma
ona 9 wigzarf dwusiarczkowych wewngtrztaficuchowych. Wiazania te utrzymujq strukturg przestrzenna biatka
i powoduj3 jego duiz 0dpomost ma wysolq temperaturg'. Denaturacia cieplna zachodzi migdzy 120-130°C.
Wolne grupy sulfhydrylowe nie wystepujy. Catkowita redukeja wigzad dwusiarczkowych biatka pocizga za
sobq zmiang konformacji natywsej czasteczki, przez co traci oca zdolnod¢ wigzania ryboflawiny.2*? Jednak
absolutnie konieczny dia wirzymania prawidtowej konformaci miejsca wigtacego jest pojedynczy mosiek
dwusiarczkowy zlokalizowany we wngtrzu szczeliny hub na jej obrzedu!.
Bialko wigzace ryboflawing jest biatkiem globularnym; skiada si¢ 2 hydrofilowej kory i hydrofobowego
wneza. Na powierzchni czgsteczki znajduje si¢ szezefinz, bedgca centrum wigiacym ryboflawing.
Wezesniejsze do$wiadczenia z 2astosowaniem spekroskopii w podczerwieni i amanowskiej dowiodly,
ie po zwigzanio ryboflawiny RBP wykazuje wzrost strukwry a-helisy o 30-50%°. O wigkszym upakowaiz
holoproteiny $wiadczg réwniez badania NMR® obejmujace poniary relaksacyjoe w réznych temperaturach
i pH, ktfre wykazaly znacznic bardziej ograniczong ruchliwo$é czasteczek wody w kompleksie ni w
apoproteihie.
Z powodu nieudanych dotychezas préb wykrystalizowania RBP metod dyfrakeji rentgenowskiej nie mode
tu znaleié zastosowania, dlatego jednym z giéwonych mmidw badad nad strukturg tego biatka pozostaja
metody MRJ.

Celem badad jest okredlenic zmian strukturalnych RBP towarzyszacych rozrywaniu mostkéw
dwusiarczkowych poprzez badanie widm TH - NMR wysokiej zdolnodci rozdzielczej otrzymanych dla tego
biatka.

EKSPERYMENT

Przeprowadzono redukcj¢ wijzad -$-S- apoproteidu (wyizolowanego z jaj kur rasy Leghom 7) 23 pomocy
8-merkaptoetanolu, a nastepaic zablokowano wolne grupy -SH poprzez ich acetylacie.

Zmierzono aktywnos¢ poddanego denaturacji biatka jako zdolnos¢ wigzania ligandu przez RBP metody
miareczkowania fluorymetrycznego apoproteide ryboflawing. Pomiaru dokonano przy uzyciu
spektrofluorymetru wyposazonego w uklad termostatujacy. Temperatura wynosita 25 + 0.5 °C.

Widma prdbek biatkanatywnego i stopniowo denaturowanego przez rozerwanic wigzad dwusiarczkowych
( prdbki [ - 1) zostaly zmierzone na spektrometrze Bruker AM 400 (400 MHz) i AMX 600 (600 MHz), za$
dwuwymiarowe - na spektrometrze AMX 600 (600 MHz).
Sygnat swobodnej precesji uzyskiwano poddajac prdbke dzialaniu pojedynczego impulsu /2. Pomiar byl
prowadzony w temperaturze 300.00 + 0.02 K.
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WYNIKI

Wydajnos¢ denaturacji bialka za pomocy roarywania mostkdw dwusiarczkowych oznaczooo jako
obnizenje aktywnoéci wigzania ryboflawiny w prébkach denaturowanych wzgledem probki kontrolnej. Wyniki
przedsiawia tabelka:

ZACHOWANA | RZECZYWISTY
PROBKA | AKTYWNOSCG|  STOPIEN
%) DENATURACH

A 0.276
)] 52.8 0.472
] 20.2 0.798

Elektroforeza prébek bialka poddanego redukcji wykazata maczng heteropennodé badanych preparatéw
w poréwnaniu z kontrolng - tym wicksza im wickszy byl stopied denaturacji biatka w danej prébee.
Przyczyng tej heterogennosei jest agregacja molekut biatka. Polimery ulegajg czedciowemu rozpadawi w
obecnasci 0.1% SDS, co wskazuje, 2 silami 13czacymi je 53 réwniez wigzania kowalencyjne.

Rysunki | -4 przedstawiajy 1-D i 2-D widma apoproteidu rozpuszczonego w D,0.

WNIOSKI

- Spadek aktywnoéci RBP poddanego redukcji dwusiarczkéw moze byé skutkiem nie  tylko zmian
konformacyjnych, lecz réwnicZ agregacji molekut biatka, ktéra zmniejsza  dostgpnod¢ centréw wigiacych
dla czgsteczek ryboflawiny.

- Mostki dwusiarczkowe s3 bandzo istote dla uuzymzm przestrzennej struktury biatka. Ich zniszezenie
powoduje daleko idjce zmiany polegajace na rozwinieciu tacucha bialkowego i wyeksponowaniu
hydrofobowych reszt (normalnie Zokalizowanych we wngtrau czgsteczki) do rozpuszczalnika.

- Na skutek denaturacji RBP spowodowane] zniszczeniem dwusiarczkow zanikajg oddziatywania grup -CH,
i >CH, bocznych fadcuch6w Lew, Hu i Val z ukiadami aromatycznymi Pbe i Trp.

- Zwigksza si¢ macmie ruchliwodé resst cysteiny i tryplofanu oraz nasicpuje  wyeksponowanie ich do
rozpuszczalnika, o czym $wiadezy fakt, 2¢ wigkszod€ Yaricuchéw bocznych tych aminokwasdw znajduje sig
w identycznym otoczeniu.

- Wyiej opisane elekty mogq $wiadezyé o zachodzeaiu zmian koaformacji centrum wiazgcego ryboflawing,
poniewaz po redukcji dwusiarczkdw réimice widmowe obserwuje si¢ przede wszystim dla linii od
aminokwasdw budujacych to miejsce.

- Aminokwasy zawierajace wolne grupy -NH, znajdujy na powierzchni bialka natywnego, gdyi nie
2a0bserwowano zimian ich otoczenia podezas denaturacji.

- Mostki dwusiarczkowe prawdopodobnie ni¢ 53 najistotniejszym czynnikiem  decydujycym o wlasciwej
konformacji micjsca wigzacego ryboflawing. Jednak t0 przypuszezenie powinno byé popane dodatkowymi
badaniami nad stabilnosciy oddzial ywad ryboflawiny z biatkiem w wyiszych temperaturach (istotme 53 tu
zwlaszcza wigzania wodorowe i mterakgja 2 ukladem indolowym tryptofanu).
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Z przeprowadzonych badad moiliwe jest wysnucie jedynie ogdlaych wnioskéw, gdyz, nawet przy
zastosowariu tak wysokiej rozdzielczosei, na jaka pozwala spektrometr pracujgcy przy 600 MHz przydatnodé
tej metody ograniczona jest masg czasteczkow biatka. Masa 32 kD plasuje si¢ w poblizu géemej granicy
stosowalnosci spektroskopii wysokorozdzielczej MRJ.
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Rys. 1. Widma biatka: natywnego (n) i kolejnych stopni redukcji (i-111)
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Rys.2. Widmo regionu aromatycznego | >NH/-NH, blalka natywnego w D,0
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Rys.3. Widmo NOESY regionu hydrofobowego natywnego RBP
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Rys.4. Widmo NOESY natywnego blatka rozpuszczonego w D0 /HO



