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b) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania

Badania fizykochemiczne i strukturalne nad wplywem natadowanych reszt
aminokwasowych na tworzenie zwrotow oraz stabilizowanie struktury w biatkach

Wstep

Biatka sg bardzo specyficznymi sktadnikami ukladow biologicznych o bardzo
zréznicowanej strukturze i wielkosci. Aby mogly prawidtowo petni¢ swoje funkcje kazde z
nich musi przyja¢ unikalng strukture¢ zwana "natywna", w procesie zwanym zwijaniem lub
fatdowaniem (ang. folding). Nieprawidtowos$ci zwijania biatek bedace wynikiem mutacji ich
fragmentéw powstatych w wyniku agregacji podczas niekontrolowanej proteolizy prowadza
czesto do wielu powaznych schorzen, a nawet $§mierci. Obecnie znanych jest ponad 40 chorob
wywotanych blednym sfatdowaniem biatek (ang. misfolding). Wspomnie¢ tu nalezy
chociazby chorob¢ Alzhaimera, jako jedng z tzw. chordéb "amyloidowych", w ktorych
amyloidowe ztogi pochodzace z rdznych bialek sg bezposrednig lub posrednig przyczyna
$mierci [1]. Nasze zrozumienie gtdéwnych praw rzadzacych zwijaniem i rozwijaniem tancucha
polipeptydowego pozwala nam uswiadomi¢ sobie ich ogromng rol¢ w zakresie procesow
komodrkowych, od ich transportu po regulacje cyklu komorkowego. Wyzwania stojace przed
obecng biochemig to poznanie procesow konformacyjnych, ktorym podlegaja bialka,
procesow agregacji i oligomeryzacji [?] oraz mechanizmu dzialania tzw. bialtek
bezstrukturalnych. Zasadniczym powodem, dla ktérego petna znajomo$¢ praw rzadzacych
fatldowaniem jest tak istotna jest to, ze metodami inzynierii genetycznej jestesmy obecnie w
stanie syntetyzowac bialka o dowolnej sekwencji, natomiast synteza np. enzymow o zadanych
wlasno$ciach katalitycznych jest wyzwaniem, ktore czeka na zrealizowanie. Aby jednak
zadanie to moglo by¢ wykonane, musi by¢ spelniony m. in. warunek dotyczacy mozliwosci
zaprojektowania precyzyjnych cech wigzan wewnatrz ukladu, tworzacych si¢ na poczatku

calego mechanizmu reakcji powstawania ostatecznej struktury.



Ogromna wigkszo$¢ biatek posiada, w warunkach fizjologicznych, jednoznaczng
struktur¢ trojwymiarowa zalezng tylko od ich sekwencji aminokwasowej. Wyjatkiem sa
ostatnio odkryte tzw. biatka plastyczne (ang. natively unfolded proteins), ktore ostateczng
strukture uzyskujag pod wplywem oddzialywan z micjscem wigzania [3]. Struktura
trojwymiarowa danego bialka zalezy od sekwencji aminokwasowej z jakiej jest ztozona [4] i
jest stabilizowana wigzaniami wodorowymi, hydrofobowymi oraz sitami van der Waalsa [5].
Zgodnie z hipoteza termodynamiczng Anfinsena [4] struktura biatka, to struktura
charakteryzujgca si¢ minimalng energig swobodnag w rozpuszczalniku. Znalezienie tej
optymalnej struktury metodg przypadkowego przeszukiwania jest jednak niemozliwe gdyz,
nawet przy zalozeniu, ze pojedyncze biatko sktadajace si¢ ze 100 aminokwasow, z ktorych
kazdy moze przyjmowaé zaledwie 2 konfiguracje, otrzymujemy 10°° mozliwych konformacji
tancucha polipeptydowego. Zaktadajac dalej, iz przejscie jednej konformacji w drugg zajmuje
zaledwie 10 s losowe poszukiwanie natywnej konformacji moze zajaé nawet 10! lat
podczas, gdy zwijanie biatek zachodzi w czasie ~10° do ~102 s ("paradoks Levinthala™) [6].
Musi zatem istnie¢ jaki$ ,szlak”, zwany mechanizmem zwijania, ktéry minimalizuje

losowos$¢ tego procesu.

Poczatkowo nie bylo jasnego rozwigzania paradoksu Levinthala. Tanford i jego
wspoOtpracownicy w roku 1966 stwierdzili, ze w obecnosci silnie denaturujacych czynnikow,
czasteczki bialek maja strukture przypadkowego kiebka (ang. statistical coil) bez Zzadnego
elementu, ktory odpowiadalby natywne;j strukturze [7]. Model przypadkowego kiebka stat si¢
standardem do interpretowania danych uzyskanych na drodze eksperymentu, odnoszacych si¢
do nieuporzadkowanych, ,,rozwinigtych” biatek i1 jako wyjSciowy punkt dla wigkszej czesci
rozwazan teoretycznych procesu zwijania biatlek. W roku 1969 Flory opisat w swojej pracy
[2] teori¢ odnoszacy si¢ do izolowanych par katow ¢ iy (ang. isolated-pair hypothesis).
Stwierdzil za niemozliwe zdefiniowanie jakiejkolwiek konformacji dla pierwszego stadium w
procesie zwijania biatek. Jednakze, w roku 1973 Tiffany i Krimm [9] zasugerowali, ze ksztatt
widma UV-CD dla denaturowanych biatek wskazuje na duzg obecno$¢ konformacji poli-L-
proliny Il (Pu), nawet dla sekwencji ubogich w reszty prolinowe, co zawg¢zatoby silnie zbior
mozliwych konformacji wyjasniajac czgsciowo paradoks Liventhala. W roku 2004 Plaxco
[10] 1 jego wspotpracownicy poparli teze Tanforda i jego grupy twierdzac, ze chemicznie
zdenaturowane biatka spelniaja warunki dla statystyki przypadkowego klgbka. Wedlug nich
rozmiar czy typ lokalnej struktury tancucha gtéwnego w stanie zdenaturowanym nie zostat

jeszcze poznany. Oznaczato to, ze proteiny o tak niezdefiniowanej budowie moga naleze¢ do



dowolnej przestrzeni na mapie Ramachandrana. Jednak wielu badaczy, szczegolnie grupa
badawcza Kallenbacha [11], analizujac wyniki badan konformacyjnych modelowych
peptydow posungto si¢ nawet do stwierdzenia, ze Pj jest nie tylko lokalnym stanem
konformacyjnym, ale rowniez mozna go uzna¢ za dominujacg konformacje, ktéra wystepuje
w peptydach. Rozpowszechnili oni rowniez opini¢, ze Py odgrywa fundamentalng role w

procesie zwijania biatek, uznajac ja za poczatkowy stan dla tego procesu [11].

Powszechnie jest znane, ze dla stosunkowo matych rozmiarow czasteczek peptydow
nie ma sensu pojecie jednoznacznie okre§lonej konformacji. W tym przypadku nalezy mowié
raczej o zbiorze mozliwych konformacji peptydu. Przeprowadzone przeze mnie i
wspotpracownikow wczesniejsze badania NMR [12] dowiodty, ze konformacja Py wystepuje
jako stan lokalny w resztach aminokwasowych w peptydach i rozwinigtych
(zdenaturowanych) biatkach, a nie jako stan okres§lajacy typ zwinigcia lancucha we
wczesnych etapach zwijania. Pomimo, ze dominacja konformacji Py ogranicza liczbe stanow
konformacyjnych reszt tancucha, nie jest to stan specyficzny i dlatego jego tworzenie nie
moze by¢ decydujace we wczesnych etapach zwijania. Centrami inicjacji moga by¢ natomiast

zgiecia (zwroty) fancucha wystepujace w Scisle okreslonych miejscach sekwencji.

Do dnia dzisiejszego zaproponowano trzy podstawowe modele mechanizmow
zwijania biatek [13]: model szkieletowy (ang. framework model), model hydrofobowego
zapadania si¢ (ang. hydrophobic collapse) oraz model nukleacji-kondensacji (ang. nucleation-
condensation). W modelu szkieletowym pierwszym etapem jest formowanie si¢ regularnych
fragmentéw struktury drugorzedowej, ktore nastepnie skltadaja si¢ razem w regularng
strukturg trzeciorzedowg. W modelu hydrofobowego zapadania si¢, nieuporzadkowana,
zapadnieta struktura utrzymujaca sie dzigki oddziatywaniom hydrofobowym nastgpnie
przechodzi w strukture natywng. W modelu nukleacji-kondensacji, w pierwszym etapie
zaczynaja si¢ wytwarza¢ miejsca tzw. Nukleacji; sg to krotkie fragmenty struktury
drugorzedowej (najczesciej zgigcia), ktore katalizujg pozniejszy folding. Wszystkie te drogi
prowadza poprzez nie jeden ale kilka etapoéw, do struktury natywnej. Pierwszy z etapow

zwijania wydaje si¢ by¢ najwazniejszy.

Tworzenie zwrotéw jako centrOw inicjacji zwijania poprzez asocjacj¢ reszt
hydrofobowych zostato po raz pierwszy zaproponowane przez Mathesona i Scherage [14].
Munoz i wspotpracownicy [15] zaproponowali mechanizm tworzenia zwrotow w B-spinkach

poprzez ,dopinanie” wigzan wodorowych i oddziatywan hydrofobowych. Karplus i



wspolpracownicy [16] podkreslili dominujgcg role hydrofobowego ,,zapadania si¢” tej czesci

sekwencji.

O ile wiedza na temat mechanizmu powstawania, stabilno$ci i zalezno$ci struktura-
sekwencja dla struktur o-helikalnych jest do§¢ duza to podobna wiedza dotyczaca struktur
typu B-kartki na razie nie jest znana, a stanowi nieodzowny element niezb¢dny do
zrozumienia procesu faldowania protein. Przedstawione wyniki badan w opublikowanych,
sktadajacych si¢ na moj cykl habilitacyjny pracach, miaty na celu wyjasnienie czy obecno$é
dodatnio natadowanych reszt po obu stronach fragmentu sekwencji wymusza zwrot tego
fragmentu fancucha. Taki mechanizm powstawania zwrotéw nie zostal dotad zaproponowany.
Wyniki badan uzyskane przeze mnie w trakcie ostatnich kilku lat pokazaty, ze oddziatywania
wystepujace tylko pomigdzy natadowanymi resztami okalajagcymi niepolarny tancuch
peptydowy, to kolejny rodzaj oddziatywan (oprocz stwierdzonych juz kluczowych
oddziatywan hydrofobowych, lokalnych i mostkow solnych), ktory inicjuje zwijanie tancucha
(pierwszy etap nukleacji). W dalszej czgSci mojego autoreferatu chciatabym
scharakteryzowa¢ wyniki moich badan, ktore zostaty zebrane w 9 publikacjach [H1-H9] z
tzw. listy filadelfijskiej, bedacych osiagnigciem naukowym i wykorzystanych przeze mnie w

postgpowaniu habilitacyjnym.

Opis osiagni¢¢ naukowych

Szczegotowa wiedza na temat zaleznosci dysocjacji protolitycznej grup bocznych reszt
aminokwasowych o wlasciwosciach kwasowo-zasadowych od wartosci pH w stanie
zwinigtym oraz rozwinigtym W przypadku biatek jest niezbedna dla zrozumienia roli
oddzialywan elektrostatycznych w stabilizowaniu struktury ostatecznej protein [17]. Stan
sprotonowania grupy zdolnej do jonizacji jest uzalezniony od pH rozpuszczalnika i wartosci
pKa danej grupy. Wartos¢ pKa dla danej grupy, z kolei zalezy od jej otoczenia czyli pola
elektrostatycznego w jakim si¢ znajduje, ktore jest okreslone przez konformacj¢ jaka biatko
przyjmuje oraz stanu sprotonowania innych grup zdolnych do jonizacji obecnych w sekwencji
[18].

W pierwszej pracy wchodzgacej w sktad rozprawy habilitacyjnej [H1], zgromadzone
zostaly wartoSci  pKa, Wyznaczone przy zastosowaniu metody miareczkownia
potencjometrycznego w wodzie oraz metanolu, dla reszt jonizowalnych obecnych w trzech

peptydach opartych o tancuch heptaalaninowy o nastepujacych sekwencjach: Ac-KK-(A)7-



KK-NH2 (KAK), Ac-O0-(A)7-DD-NH2 (OAD) oraz Ac-KK-(A)7-EE-NH; (KAE), (O, A, D,
K i E, to skroty jednoliterowe reszt: ornityny, alaniny, kwasu asparaginowego, lizyny oraz
kwasu glutaminowego). Reszty jonizowalne obecne w powyzej wspomnianych peptydach
roznily si¢ od siebie rodzajem oraz dlugoscig tancuchéw bocznych. Krzywe otrzymane w
wyniku miareczkowania potencjometrycznego zostaly dopasowane w oparciu 0 model
roéwnowag kwasowo-zasadowych za pomoca programu STOICHIO [19,20], ktory jest oparty
na nieliniowej analizie konfluencji. Program ten bazuje na algorytmie opierajagcym si¢ na
modelu réwnowag zachodzacych w roztworze podczas miareczkowania, w oparciu o dane
uzyskane podczas eksperymentu. W kolejnym etapie dopasowania zostajg dobrane nieznane
parametry w taki sposob, aby zakladany model teoretyczny pokrywal si¢ z danymi
uzyskanymi doswiadczalnie. Parametry dobierane sa zgodnie z metoda Gaussa-Newtona-
Marquarta, czyli iteracyjnej metody rozwigzywania zagadnien liniowych. Zaletg tej metody
obliczeniowej jest fakt, iz umozliwia ona wyznaczenie warto$ci stalych rownowag bez
wzgledu na ich stopien ztozonosci. Program ten moze rozpatrywa¢ kazdy model rownowag
chemicznych i bierze pod uwage wszystkie mozliwe zrédta bledu doswiadczalnego (btad w
EMF, objetosci roztworu mianowanego titranta, zanieczyszczenia odczynnikow, itp.).
Wszystkie peptydy poddane badaniu (KAK, OAD, KAE) byly traktowane jako kwasy
czterofunkcyjne, a wszystkie cztery wartoSci pKa zostaly zatozone jako parametry do
ustalenia. Model rownowagi chemicznej skladat si¢ z postepujacego stopniowo procesu
odszczepienia protondow z peptydu i reakcji dysocjacji wody, ktora zostata wprowadzona do
uktadu za pomocg miareczkowania roztworem metanolu, wodorotlenku tetra-
butyloamoniowego, ktory wytwarza wod¢ w wyniku reakcji z grupami kwasowymi peptydu.
Wzigto rowniez pod uwage fakt, ze peptydy moga zawiera¢ nadmiar kwasu
(najprawdopodobniej domieszki TFA), ktory w wyniku procesu oczyszczania peptydow

pozostal w czasteczkach uktadu peptydowego (efekt uboczny).

Roznice w wartoSciach pKa wyznaczonych dla reszt jonizowalnych obecnych w
badanych zwigzkach mozna wyjasni¢ jakosciowo wpltywem wytworzonego przez jedng z
grup zdolnych do odszczepiania protonu pola elektrostatycznego na drugg grupe
aminokwasowg. W przypadku obydwu peptydow: Ac-OO- (A)7- DD-NH2 (OAD) oraz Ac-
KK- (A)7-EE-NH> (KAE), wartosci pKai s3 nizsze od wartosci referencyjnych, ktore
odpowiadaja zwigzkom modelowym reprezentujacym dane tancuchy boczne (patrz tabela I i
Il w H1) ze wzgledu na wpltyw dodatniego pola elektrostatycznego wytworzonego przez

reszty zasadowe z drugiego konca czgsteczki. Otrzymane wartosci statych pKaz sg wigksze w



zwigzku z wplywem pola elektrycznego wytworzonego przez ujemnie naladowane
zdeprotonowane sasiednie grupy karboksylowe. Dla KAK, pKa: (W wodzie) lub pKar i pKa2
(W metanolu) sa o okoto 1 jednostke nizsze niz pKaz, pKas i pKas (W wodzie) lub pKas i pKas
(w metanolu) (patrz tabele I i Il w H1) ze wzgledu na wplyw tadunku dodatniego
pochodzacego z sgsiedniej dodatnio natadowanej sprotonowanej grupy aminowej. Roznice w
warto$ciach pKa wykazaly, ze wszystkie trzy peptydy, ktorych sktad aminokwasowy byt
oparty o tancuch heptaalaninowy prawdopodobnie majg tendencje¢ do przyjmowania bardziej

kompaktowej struktury niz rozciggnigta czy Py.

Nastepstwem obserwacji  wynikajacych z badan opisanych w H1, byto
przeprowadzenie dalszych uzupetniajacych badan konformacyjnych trzech opisanych
powyzej systemow, z zastosowaniem metod eksperymentalnych CD (spektroskopii
dichroizmu kotowego) i NMR (spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego) oraz
obliczeniowych: dynamiki molekularnej (MD) przy uwzglednieniu ograniczen wynikajacych
z danych eksperymentalnych NMR [H2]. Pomiary CD pokazaly, ze wszystkie trzy peptydy
wystepuja w roztworze wodnym jako zbidr konformacji, w ktorych dominuje lokalnie II.
rzedowa struktura kigbka statystycznego. Pewien wzrost procentowy struktury typu Py
uzyska¢ mozna bylo dodajac mocznik do badanych roztwordéw; obserwacja ta zostala
potwierdzona  wynikami  uzyskanymi z  pomiaréw  mikrokalorymetrycznych
przeprowadzonych przy zastosowaniu DSC (r6znicowa kalorymetria skaningowa) w postaci
braku wyraznego piku na krzywej pojemnosci cieplnej, ktory pojawia si¢ zawsze, gdy
nastepuje zdecydowane przejscie fazowe dla uktadow o dobrze okreslonej, stabilnej
strukturze. Otrzymane w wyniku symulacji MD z ograniczeniami wynikajacymi z
przeprowadzonego eksperymentu NMR zbiory dominujacych konformacji wskazaty na brak
odcinkow w sekwencji, ktore odpowiadatyby strukturze II rzgdowej typu a-helisa,
rozciagnigta [ kartka lub Py Podobne wyniki otrzymano we wczes$niejszym badaniu
sekwencji XAO [13], chociaz Py stanowita w tym przypadku duza cz¢$¢ z dostgpnych standw

konformacyjnych.

Dla peptydu KAK, stany konformacyjne odpowiadajace konformacji Py byly
najbardziej charakterystyczne (najgl¢bsze minimum potencjatu sredniej sity (PMF) w funkcji
katow ¢ i y dla siedmiu reszt alaninowych budujacych rdzen peptydu); Py wraz z
konformacjg rozciggnieta zdominowaly caty zbior lokalnych konformacji. Peptydy KAK i
KAE roznity si¢ ksztaltem od OAD. W przypadku peptydu OAD najbardziej dominujace



konformacje miaty ksztalt zagicty, z lezagcymi dos¢ blisko siebie natadowanymi resztami
aminokwasowymi znajdujacymi si¢ na przeciwleglych koncach. Pozostale dwa peptydy
charakteryzowaly si¢ ksztaltem bardziej rozciggnigtym. Na podstawie wczesniej
przeprowadzonych badan mozna zauwazy¢, ze w podobny sposdb uktadatl si¢ tancuch
peptydu XAO oparty o rdzen oligoalaninowy, ktoéry miat rowniez wygiety ksztatt i jego konce
znajdowaty si¢ w poblizu siebie [13,21]. Z powyzszych badan wynika zatem, ze réznica w
budowie trzech peptydow wynika raczej z dhugosci tancuchéw bocznych reszt zdolnych do
jonizacji, a mniej od tego czy sg one natadowane réwno- czy tez réznoimiennie. Jezeli
tancuch boczny reszty zdolnej do jonizacji nie jest wystarczajaco krotki, to posiada duzg
(nadmiarowg) entropi¢, ktora przeklada si¢ na wigkszag swobod¢ konformacyjng i
jednoczesnie na mniejsze zaangazowanie w ochronie hydrofobowego (niepolarnego),
centralnego fragmentu sekwencji. Dodatkowo mozliwym jest, ze tworzenie mostkow solnych
pomiedzy przeciwnie natadowanymi koncami tancucha w sekwencji OAD okazato si¢ by¢ w
tym przypadku mniej istotne dla ostatecznego ksztattu konformacji. Przy zastosowaniu
miareczkowania potencjometrycznego wyznaczono w wodzie dla grup kwasowych obecnych
w sekwencji OAD wartosci pKa1 = 3,46, pKa2 = 4.67 [H1]. Zaobserwowano, ze warto$¢ pKai
jest razaco niska, co przedstawito dowody na blisko§¢ w sekwencji natadowanych reszt
kwasowych. Roznica pomiedzy wartosciami pKai dla reszt zdolnych do jonizacji powinna sig¢
zmniejsza¢ (ale nie do zera) gdy wydtuza si¢ dlugos¢ odcinka separujacego te dwie reszty od
siebie, tak jak w przypadku kwasoéw dikarboksylowych, dla ktorych wraz ze wzrostem
dhugosci metylenowego segmentu separujgcego, czynnik statystyczny z zalezno$¢ K1/K2
rowny jest 4 [22].

Wyniki badan przedstawionych powyzej [H1, H2, 13,21] pozwolily na
zaproponowanie hipotezy, ze wygigty ksztalt fancucha peptydowego jest charakterystyczny
dla oligopeptydow oflankowanych resztami aminokwasowymi o jednoimiennie Ilub
przeciwnie natadowanych tancuchach bocznych, pod warunkiem ze dlugo$¢ odcinka
separujgcego (w tym segment tancucha gléwnego 1 tancuchéw bocznych) miedzy
natadowanymi resztami aminokwasowymi wystarczy do tworzenia zagietej struktury, a
jednoczesnie, ze bedzie wystarczajaco krotka zeby spadek energii swobodnej ukiladu w
wyniku otoczenia rdzenia hydrofobowego eksponowanymi na rozpuszczalnik resztami
natadowanymi nie zostat przewazony spadkiem entropii konformacyjmej wskutek utworzenia
,pierscieniowej” struktury zgictej. Peptydy s3 w stanie uzyska¢ ksztalt zagiety

prawdopodobnie dlatego, ze natadowane tancuchy boczne aminokwasdéw zdolnych do



jonizacji wymuszajg zagiecie niepolarnej sekwencji alaninowej, jednoczesnie chroniac reszty

niepolarne od kontaktéw z rozpuszczalnikiem.

W dalszym etapie pracy zbadatam wtasciwosci kwasowo-zasadowe serii peptydow
rozpuszczalnych w wodzie o ogélnym wzorze Ac-Lys (A)n-Lys-NHz, w ktorym n zawierato
si¢ w przedziale od 0 do 5 [H3]. Za pomocg metody miareczkowania potencjometrycznego,
wyznaczytam warto$ci pKa W wodzie dla dwoch koncowych grup lizynowych w szeSciu
peptydach alaninowych réznicujac sekwencje za pomoca wprowadzanego o réznej dlugosci
odcinka separujacego zbudowanego z reszt alaninowych: Ac-Lys-Lys-NH> (KK), Ac-Lys-
Ala- Lys-NH: (KAK), Ac-Lys-Ala-Ala-Lys-NH, (KAK2), Ac-Lys-Ala-Ala-Ala-Lys-NH>
(KAK3), Ac-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys-NH, (KAK4), Ac-Lys-Ala-Ala-Ala-Ala-Ala-Lys-NH:
(KAKS). Obecno$¢ tylko jednego typu reszt zdolnych do jonizacji na kazdym koncu
sekwencji umozliwita mi wyrazng ocen¢ wpltywu dtugosci alaninowego separatora na
kwasowo-zasadowe wiasciwosci dwoch jednakowo natadowanych grup aminokwasowych
znajdujacych si¢ w sekwencji peptydowej, w przeciwienstwie do poprzednich badan, gdzie
wystepujace na kazdym koncu tancucha reszty byly réznoimiennie natadowane, dla ktorych

druga warto$¢ pKa mogta odpowiadaé procesowi protonowania lub deprotonowania reszty.
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Rysunek 1. (A) Ogolny schemat struktury badanych peptydéw i (B) rownowagi kwasowo-zasadowe

ustalajace si¢ w ukladzie o ogolnym wzorze Ac-Lys (A)n-Lys-NH: (n=0,1..,5). (Schemat 1 w H3)

Wyniki przedstawione w publikacji H3 wykazaly, ze wartoSci statej pKa1 sa znacznie

mniejsze w poroOwnaniu z warto$cig odpowiadajaca n-butyloaminie, ktéra moze byc¢

10



uznana za model tancucha bocznego lizyny, dla sekwencji KK, KAK, KAK2, KAK3.
Jednakze liczba odpowiadajaca roznicy pKa-pKai jest nadal wigksza niz czynnik
statystyczny 1og10 (4) (uznany za ograniczenie warto$ci roéznicy w wartosci pKa dla
kwasow dikarboksylowych odseparowanych do$¢ dlugim odcinkiem zbudowanym z reszt
metylenowych [22]), nawet dla sekwencji KAK5. Wykluczajagc w dalszych rozwazaniach
peptydy KK i KAK z serii badanych uktadow, dla ktorych dwie grupy lizyny znajduja si¢
bardzo blisko siebie, mozna zaobserwowaé, ze dwie natadowane grupy lizyny mimo
zwigkszajacego sie pomi¢dzy nimi dystansu (wzrost liczby oddzielajacych je reszt alaniny)
znajduja si¢ w dos¢ bliskim sgsiedztwie, CO 0zhacza tworzenie si¢ zagiecia na tancuchu dla
tych dhuzszych peptydow. To potwierdza hipoteze podang we wczesniejszej pracy [H1].
Jednakze, w celu uzyskania dalszych dowodow, byto wymagane przeprowadzenie bardziej

doktadnych badan konformacyjnych dla peptydow KAKn.

Dlatego tez, w kolejnym etapie postanowitam zbada¢ wplyw dlugosci tancucha
alaninowego na preferencje konformacyjne peptydow o ogdlnym wzorze Ac-K-(A)nK-
NHa, gdzie n 5 3, 4 i 5 przy wykorzystaniu technik eksperymentalnych CD oraz NMR.
Dane do$wiadczalne, ktore opublikowatam w publikacji H4 wskazaty, ze wszystkie trzy
peptydy wystepuja w roztworze wodnym w przewazajacej ilosci w postaci konformaciji,
ktére charakteryzuja si¢ w swojej budowie lokalnymi preferencjami do tworzenia zagigcia
oraz przyjmujg lokalnie formy ki¢bka statystycznego. Powyzsze obserwacje potwierdzitam
za pomocg badan mikrokalorymetrycznych (DSC). Na krzywej kalorymetrycznej brak byto
wyraznie zaznaczonego przejScia fazowego dla wszystkich uktadow, ktore jest
charakterystyczne dla przypadkow gdy ma miejsce przemiana fazowa dla struktury
stabilnej o dobrze okreslonej konformacji. Przeprowadzone symulacje MD z
ograniczeniami wynikajacymi z uprzednio przeprowadzonego eksperymentu NMR
wskazaly na brak jednej regularnej struktury drugorzedowej (a-helisy lub rozciagnigtej
struktury) oraz pokazaty ze peptydy posiadaja zagiety ksztatt. Prawdopodobnym powodem
tego zjawiska jest tendencja do ostaniania niepolarnego odcinka alaninowego przez
uwodnione natadowane reszty lizyny znajdujace Si¢ na obydwu koncach sekwencji. Kiedy
tancuch alaninowy staje si¢ dtuzszy, natadowane grupy lizyny sag w znacznej odlegtosci od
siebie (co przejawiato si¢ zwigkszonymi warto$ciami pKa1 [H3]) chociaz wygiety ksztatt
jest utrzymywany (patrz rysunek 2). Dla najdluzszych sekwencji z serii, zostaly
zarejestrowane podczas pomiarow NMR oddziatywania dalekiego zasiggu, tzw. sygnaty
ROE (rysunek 3 w H4).
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Rysunek 2 Zbiory konformacji peptydow: (a) KAK3, (b) KAK4, oraz (c) KAK5 (MD w T=298 K)
wyznaczone metoda klastrowania za pomocg programu MOLMOL. Dla kazdej rodziny, tancuchy C,
dla wszystkich konformacji sg wys$wietlane jako niebieskie linie; tancuch gtéwny dla wybranej
reprezentatywnej konformacji kazdej z rodzin jest przedstawiony w reprezentacji ,,stick”; zaznaczone
zostaly N-i C-konce czasteczki. (Figura 4 H4)

Przeanalizowatam réwniez stany konformacyjne lokalnie ustalajgce si¢ w badanych
peptydach. Na diagramach (mapach tzw. Ramachandrana) przedstawilam zaleznoS$ci
punktowe dla stanéw konformacyjnych charakterystycznych dla kazdego aminokwasu
obecnego w sekwencjach KAK3, KAK4 i KAKS5, ktore wygenerowatam na podstawie

obliczen MD z ograniczeniami NMR i przedstawitam na rysunku ponizej (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Zalezno$¢ katow dwusciennych (¢ i y) dla wszystkich reszt
aminokwasowych obecnych w sekwencji peptydowej (1000 ostatnich
konformacji wyznaczonych na podstawie MD z zastosowaniem
informacji pochodzacych z NMR): (a) KAKS3: Lysl (czarny), Ala2
(czerwony), Ala3 (zielony), Alad (z6tty), Lys5 (fioletowy), (b) KAKA4:
Lysl (czarny), Ala2 (czerwony), Ala3 (zielony), Ala4 (zo6tty), Alas
(brazowy), Lys6 (fioletowy), (c) KAKS: Lysl (czarny), Ala2
(czerwony), Ala3 (zielony), Ala4 (zo6lty), Ala5 (brazowy), Alab
(fioletowe punkty), Lys7 (fioletowy) .

Najbardziej wypelnione na mapie miejsca, to obszar, ktory
jest charakterystyczny dla uktadow majacych tendencje do
tworzenia f oraz zagigtych struktur. W przypadku peptydow
KAK3 i KAK4 reszty alaniny mialy najwieksza sktonno$¢
do wypeiania na mapie regionu charakterystycznego dla 3
struktur, podczas gdy dla KAKS oprocz reszt alaniny jedna
rowniez znajdowata sie¢ W

z lizyn regionie

charakterystycznym dla  (okoto ¢ =-60°, v = - 160°).

czg$¢ proponowanych motywow

tworzy¢ podobne do tych

obserwowanych w natywnie zwini¢tych biatkach rowniez wtedy, gdy s3 badane jako

fragmenty peptydowe w izolacji od trzeciorzedowe;j struktury catego biatka [23] chociaz
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wyizolowane fragmenty pozbawione sg zwykle drobnych szczegétow, np. wigzan
wodorowych. Takie fragmenty peptydowe moga odgrywa¢ wazng rolg w inicjowaniu
mechanizmu zwijania biatka za posrednictwem wywotywania lokalnych interakcji,
stanowigc tzw. centra nukleacji [11,24]. Doniesienia literaturowe sg bogate w wyniki
badan nad kinetyka i termodynamika powstawania o-helikalnej struktury w peptydach [25-
32]. Przyktadowo, wiele badan wykazato, ze =zastgpienie wewngtrznych reszt
aminokwasowych tworzacych lokalnie struktury
o-helikalne resztami alaniny ma znaczny wplyw na stabilno$¢ a-helikalng peptydow.
Doprowadzito to do udanej konstrukcji w roztworze wodnym pojedynczych
monomerycznych helikalnych peptydow charakteryzujacych si¢ wWysoka zawartoscig reszt
alaninowych oraz wytworzonymi wewnatrz kilkoma mostkami solnymi [33], a takze
prostych sekwencji peptydowych o wysokiej zawarto$ci alaniny z kilkoma resztami lizyny,
dzigki ktorym nastepuje zawsze wzrost rozpuszczalnosci takich uktadow [34]. O ile wiedza
na temat mechanizmu powstawania i stabilnosci struktur o—helikalnych jest dos¢ duza, to
podobna wiedza dotyczaca struktur typu P—Kkartki na razie nie jest znana, a stanowi
nicodzowny element niezbedny do zrozumienia bardziej skomplikowanego procesu, a

mianowicie faldowania bialek.

Pierwsze doniesienia literaturowe na temat spontaniczne tworzacej si¢ konformacji 3
w roztworze wodnym dotyczyta 17 aminokwasowego fragmentu pochodzacego z N-konca
ubikwityny [7,35]. Jednakze, zauwazono, ze peptyd w roztworze wodnym przyjmuje tylko
20% regularnej struktury typu B [23,35]. Badania nad innymi peptydami, pochodzacymi z
tendamistatu [36], z domeny B1 biatka G [36,37] oraz ferredoksyny [38] wykazatly, ze
peptydy moga charakteryzowac si¢ Struktura [ jednoczesnie istniejac w postaci
monomerycznej, bez tendencji do agregacji, lecz w wigkszosci przypadkoéw
zaobserwowano bardzo ograniczong tendencje do zaginania uktadéw z powodu braku

kontaktow wystepujacych w trzeciorzedowej strukturze.

Blanco i wspotpracownicy [37] badali 16-aminokwasowy odcinek domeny B1 biatka
G (11GD) wystepujacy na C-koncu tej sekwencji biatkowej i wykazali, ze tworzenie si¢
badanego fragmentu stanowi pierwszy etap zwijania si¢ calej proteiny w wodzie. Ten
peptyd pozostat w formie monomeru nawet w probkach o duzym stezeniu [37].
Szacowano, ze przyjmuje on ok. 40% struktury typu B takiej samej jakg przyjmuje w
natywnym biatku, i w zwigzku z tym, spekulowano, ze Sstanowi on miejsce inicjacji

tancucha calego biatka czyli moze stanowi¢ tzw. centrum nukleacji, zainicjowujac
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faldowanie reszty biatka. Z drugiej strony, badania przeprowadzone przez Blanco i
wspotpracownikow wykonano w bardzo niskiej temperaturze, w ktorej struktura jest
zwykle bardzo stabilna [39]. Tego typu wyniki zatem nie moga bezposrednio okresli¢
mechanizmu faldowania biatka, dla ktorego temperatura zwijania jest w rzeczywistosci
znacznie wyzsza (temperatura zwijania domeny B w biatku G wynosi okoto 353K)
[40,41].

W publikacji H5 zostaty zamieszczone wyniki badan konformacyjnych dla dwodch
peptydow (12- i 14-resztowych sekwencji peptydowych), wyizolowanych z biatka G
pochodzacego =z bakterii Streptoccocus wigzacego immunoglobuling, sScisle z C-
koncowego fragmentu domeny B3 [42] (patrz rysunek 1 w H5). To biatko, jak rowniez
kazda z domen zawartych w bialku G, posiada strukture trzeciorzgdowa kompaktowsg, ma
maty rozmiar 1 bardzo wysoka stabilno$¢ termiczng. Te cechy sprawiaja, ze kazdy
fragment domeny B3 jest idealnym systemem do badania procesu zwijania oraz stabilno$ci
biatek [40,43-46]. Wczesniej wykazano [47], ze 16-aminokwasowy fragment C-
koncowego odcinka domeny B3 bialka G pochodzacego ze Streptoccocus przyjmuje
podobny ksztatt jaki zaobserwowano w natywnym biatku wiasciwie w kazdej
temperaturze. Jednakze okazalo si¢, ze struktura stabilizowana jest glownie
oddzialywaniami hydrofobowymi tworzacymi si¢ pomigdzy tancuchami bocznymi reszt
niepolarnych, a nie przez wigzania wodorowe, CO sugerowane bylo w poprzednich
badaniach [37,48]. Ten fragment 16-aminokwasowy wykazywat bardzo wysoka stabilno$¢
termiczng w T ~ 320 K, ustalong przy zastosowaniu roznicowej kalorymetrii skaningowe;j
(DSC) [47]. Sugerujac si¢ wyzej opisanymi badaniami zsyntetyzowano i zbadano dwa
krotsze fragmenty peptydowe pochodzace z fragment C-koncowego odcinka domeny B3
biatka G. Wyniki przedstawione w publikacji H5 wykazaty, ze oba badane peptydy (12-
oraz 14-aminokwasowe) (1IGD (48-59) 1I1GD (47-60), patrz rysunek 1 w H5), moga
tworzy¢ W roztworze struktury zblizone ksztaltem do struktury typu B, a dodatkowo
potwierdzono, ze struktura jest w gltéwnej mierze stabilizowana przez oddziatywania

hydrofobowe.

Dla obydwu badanych peptydéw uwidoczniona zostala nast¢pujaca wspodlna cecha
strukturalna: czgs¢ sekwencji od reszty Asp52 do Lys55 zawsze ma przewage struktury 3
we wszystkich rozwazanych dla uktadu temperaturach, niezaleznie od dtugosci tancucha
peptydowego. Poniewaz ta cze$¢ sekwencji domeny B3 w biatku G charakteryzuje sig¢

Scisle ustalonymi preferencjami konformacyjnymi, to sugeruje, ze ta wiasnie niewielka
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cze$¢ biatka moze by¢ uwazana za miejsce inicjacji zwijania calego tancucha niezaleznie
od przyjetych warunkow zewnetrznych. We fragmencie  Asp52-Lys55, na podstawie
badan NMR, zaobserwowano, ze kilka amidowych protonéw posiada bardzo niskie
wspotczynniki temperaturowe. To potwierdza hipotezg, ze region 0 zdefiniowanej
strukturze, jest zdolny do efektywnego ekranowania amidowych protonéw od srodowiska
rozpuszczalnika. Ten efekt ochronny jest zazwyczaj zwigzany z tworzeniem si¢ wewnatrz
struktury, wiazania wodorowego. Dane przedstawione w H5 sugeruja, ze jesli tworzenie
wigzania wodorowego jest mozliwe, to jest to proces bardzo dynamiczny; jeden proton
amidowy o niskim wspdlczynniku temperaturowym moze tworzy¢ wigzania wodorowe z
roznymi atomami akceptorowymi. Niemniej jednak, powstawanie tych dynamicznych
wigzan wodorowych moze przektada¢ si¢ w duzej mierze na catkowita stabilnosci tego
regionu. Zauwazono, ze w celu dalszego wyznaczenia mechanizmu powstawania [
struktury nalezy wykona¢ badania konformacyjne, nawet krétszych sekwencji (szescio-
aminokwasowych), aby oceni¢ znaczenie oddzialywan hydrofobowych w stabilizacji
struktury, a co dalej idzie wyznaczy¢ wplyw na stabilno$¢ i tworzenie si¢ miejsca inicjacji
zwijania tancucha catego biatka. Zauwazytam ze czg$¢, ktora tworzy zagigtg strukture W
domenie B3 biatka G (kod PDB 11GD Rys 1 w pracy H5), jest zbudowana w taki sposob,
ze reszty tworzace Srodkowa cze$¢ zagigcia sg otoczone szeregiem naladowanych reszt
aminokwasowych. Cala czg$¢, ktora ma ksztatt wygiety znajduje si¢ w duzej odleglosci od
reszty struktury. Uwazatam, Ze jest bardzo prawdopodobnym fakt, Ze stabilizacja zwrotu w
tym przypadku jest mozliwa gtownie dzieki natadowanym resztom aminokwasowym,

ktore si¢ tam znajduja.

Glownym celem badan opublikowanych w nastepnych dwoch pracach [H6,H7] byto
zbadanie, czy obecno$¢ pary natadowanych reszt aminokwasowych oddzielonych od siebie
kilkoma hydrofobowymi resztami obecnymi w sekwencji peptydu przyczynia si¢ do
powstawania zwrotu w tancuchu. Najpierw zbadatam N-koncowa domen¢ bogata w reszty
tryptofanowe biatka wigzacego forming FBP28 (domena WW biatka FBP28) [H6].
Nalezy zauwazy¢, ze formowanie si¢ C-koncowej -spinki w domenie WW biatka FBP28
uznano wczesniej za pierwszy etap formowania si¢ catego biatka [49,50]. Struktura biatka

FBP28 zostata przedstawiona ponizej na rysunku 4.
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Rysunek 4. Struktura biatka FBP28 z domeng WW wyznaczona na podstawie pomiarow NMR [51], (kod
PDB: 1EOL); fragmenty biatka FBP28 poddane badaniu zostaty umieszczone w ramkach: FPB28 (12-18) D7
(niebieska ramka) i FPB28 (11-19) D9 (czerwona ramka).

W pracy H6 zostaly opublikowane wyniki badan potencjometrycznych w postaci
statych kwasowo-zasadowych wyznaczonych dla reszt jonizowalnych obecnych w obydwu
fragmentach biatka FBP28, w zakresie temperaturowym od 25°C-60°C, ktore odpowiadaty
stopniom deprotonowania badanych uktadow. W tej pracy zostaly rowniez zamieszczone
krzywe pojemnosci cieplnej wyznaczone w wodzie dla tych dwoch fragmentow N-
koncowej czesci domeny WW biatka FBP28, ktéra charakteryzowata si¢ strukturg
drugorzedows typu B (25°C-60°C). Obydwa fragmenty zawieralty w swoim sktadzie dwie
reszty lizyny, ktorych tancuchy boczne ochraniaty (flankowaty) rdzen tworzacy B zagigcie
w biatku 1EOL [51]. Sekwencje aminokwasowe wyzej wymienionych fragmentow byty
nastepujace: Ac-Lys-Thr-Ala-Asp-Gly-Lys-Thr-NH> (zwany dalej D7, trzy protony zdolne
do oddysocjowania) oraz Ac-Tyr-Lys-Thr-Ala-Asp-Gly- Lys-Thr-Tyr-NHz> (zwany dalej
D9, pi¢¢ protondow zdolnych do jonizacji). Dla obydwu peptydéw zaobserwowano
maksimum pojemnosci cieplnej w t ~ 50°C co zasugerowato, ze w nizszych temperaturach
oba peptydy posiadajg w miarg stabilne struktury (Rysunki 2 i 3, H6). Przejs$cie fazowe na
krzywej pojemnosci cieplnej dla uktadu D9 byto bardziej wyrazne prawdopodobnie

dlatego, iz D9 zawiera w swoim skladzie pare reszt tyrozyny, ktére oddziatuja ze soba
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(oddziatywania hydrofobowe), a tym samym przyczyniajg si¢ do wigkszej stabilizacji
uktadu w poréwnaniu z D7 (Rysunek 1 w H6). Dla obydwu peptydow wyznaczone w
temperaturze pokojowej wartosci pKai 1 pKaz byly znacznie nizsze w poréwnaniu do
wartosci referencyjnych. To sugerowa¢ moglo, ze tancuchy boczne reszt jonizowalnych,
ktore oddysocjowywaty proton jako pierwsze (Asp, Lys) znajdowaly si¢ w dodatnio
naladowanym polu elektrostatycznym drugiej z lizyn. To z kolei sugerowalo wzglednie
zwartg strukturg tancucha peptydowego zaréwno D7 jak i D9. Jednak bytam $wiadoma, ze
taki wniosek powinien by¢ poparty przez wyniki badan strukturalnych np. przy

wykorzystaniu techniki NMR.

W celu przeanalizowania termodynamiki kolejnych procesow deprotonowania w
uktadach D7 i D9 przeprowadzitam analize funkcji termodynamicznych dla tych uktadow.
W tym celu obliczytam zmiany energii Gibbsa (AG), entalpii (AH), entropii (AS) i
pojemnosci cieplnej (ACp) w zalezno$ci od temperatury oraz warto$ci pKa. Skorzystatam w

tym celu z nastgpujacych zaleznosci:

AG® =In10xRT x pK, (1)
Ago _ _OAG o)
oT
AH® = AG° +TAS® (3)
. O?AG°
AC? =-T = (4)

Pierwsza i druga pochodna AG zostata oszacowana z podzielenia roznic (dla pierwszej
pochodnej wykonana symetryzacja). Wykresy odpowiadajace ukladom D7 i D9 dla
poszczegbdlnych warto$ci wyznaczonych na podstawie rownan 1-4 sg przedstawiono
ponizej na rysunkach 5 i 6, odpowiednio dla D7 i D9. Z powodu uwzglednienia symetrii
dla pierwszej pochodnej na wykresach pierwszy i ostatni punkt zostal pominigty z

wyjatkiem warto$ci odpowiadajagcym AG°.
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AG [kJ/mol]

A'S [kJ/(mol-K)]

Rysunek 5. Zalezno$¢ zmiany (a) energii swobodnej Gibbsa (AG), (b) entalpii (AH), (c) entropii (AS) i (d),
ciepla wlasciwego (ACp) dla deprotonowania kolejnych etapoéw jonizowalnych tancuchéw bocznych
obecnych w peptydzie D7 w wodzie. Warto$ci dla poszczegdlnych funkeji zostaty obliczone w oparciu o
wartosci pKa dla D7, ktére zostaty przedstawione w tabeli 3 w publikacji H6. Pionowe linie odnoszg si¢ do
btedow wyznaczonych statych, punkty sa punktami eksperymentalnymi, a linie sg liniami interpolacji miedzy

punktami do$wiadczalnymi. Zielone, niebieskie i czarne linie oraz symbole odpowiadajg pierwszemu,

65
60
55
50
45
40
35
30
25
20

-

15

0.8
0.6
0.4
0.2

-0.2
-0.4
-0.6
-0.8

=

25 30 35 40 45 50 55 60
t[°C]

1 1 1 1 1 1 1

25 30 35 40 45 50 55 60
t[°C]

AH (kJ/mol)

250

1 1 1 1 1 1 1 1

25 30 35 40 45 50 55 60

t[°c] b)

T

1 1 1 1 1 1 1 1

25 30 35 40 45 50 55 60

t[°c] d)

drugiemu oraz trzeciemu etapowi dysocjacji protonéw, (rysunek 4 w H6).
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Rysunek 5. Zalezno$¢ zmiany (a) energii swobodnej Gibbsa (AG), (b) entalpii (AH), (c) entropii (AS) i (d),
ciepta wlasciwego (ACp) dla deprotonowania kolejnych etapow jonizowalnych tancuchéw bocznych
obecnych w peptydzie D9 w wodzie. Pionowe linie odnosza si¢ do btedow wyznaczonych statych, punkty sg
punktami eksperymentalnymi, a linie s3 liniami interpolacji miedzy punktami do§wiadczalnymi. Zielone,
niebieskie, czarne, r6zowe oraz czerwone linie oraz symbole odpowiadaja pierwszemu, drugiemu, trzeciemu,

czwartemu oraz pigtemu etapowi dysocjacji protonow, (rysunek 5w H6).

Jak pokazano, w przypadku obydwu peptydow, zmiana entropii (AS°) oraz entalpii (AH°)
odpowiadajgcym pierwszym dwom etapom dysocjacji protondw poczatkowo wzrasta wraz
ze wzrostem temperatury, a nastepnie zmniejsza si¢ W zakresie temperaturowym od t = 50
°C do t = 60 ° C az do wartosci nawet ujemnych dla D9. Zmiany pojemnosci cieplnej
(ACp°) odpowiadajace stopniowej dysocjacji dwoch pierwszych protonow zachowuja sie
podobnie dla dwoch pierwszych stopni deprotonacji, a nastgpnie zmniejszajg si¢

monotonicznie w pozostatych przypadkach. Zmiany te sa znacznie bardziej widoczne dla
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peptydu D9 niz dla D7. Jednak w obydwu przypadkach najwicksze zmiany wystepujg W
regionie przejsciowym, gdzie prawdopodobnie nastepuje przejscie fazowe w zaleznosci od
rosnacej temperatury, odpowiadajace regionowi maksimum na krzywej pojemnos$ci
cieplnej (Rysunki 3 i 4 w H6). Wzrost energii swobodnej Gibbsa oraz jednoczesny spadek
AH®, AS° i pojemnosci cieplnej (ACp®) w poblizu temperatury odpowiadajacej najbardziej
znaczacemu przejsciu fazowemu wskazuje, ze po oddysocjowaniu dwoch pierwszych
protondw od ukladu nastepuje jego destabilizacja. Wyniki powyzszych badan oraz
wczesniej przeprowadzonych [13, H1, H2] potwierdzaja hipotezg, ze obecnosé¢ dwoch
natadowanych reszt lizyny w sekwencji stabilizuje stan uporzadkowania i ma wptyw na
jego tendencje do tworzenia zgiecia. Takie stwierdzenie wydaje sie przeczy¢ intuicji,
jednak jest ono potwierdzone tym, ze tancuch polilizyny, przy niskich wartosciach pH
ulega skreceniu w konformacje a-helisy, gdzie tancuchy boczne reszt lizyny sg skierowane

na zewnatrz strong rozpuszczalnika, ostaniajac od niego szkielet peptydowy [52].

W kolejnym kroku zostaly przeprowadzone badania temperaturowe z wykorzystaniem
miareczkowania potencjometrycznego fragmentu biatka G pochodzacego z bakterii
Streptococcus wigzacego immunoglobuling [H7]. Do analizy wybratam nastgpujace
uktady: peptyd Ac-DDATKT-NH: pochodzacy oryginalnie z biatka G (1I1GD 51-56) (dalej
zwany jako Dagl) oraz jego pochodne : Ac-DVATKT-NH: (Dag2) i Ac-OVATKT-NH:
(Dag3), w ktorych D, A, T, K, V, i O oznaczaty odpowiednio kwas asparaginowy, alaning,
treonine, lizyng, waling oraz ornityng. W badaniach, zostaly wprowadzone mutacje
punktowe w oryginalnej sekwencji Dagl, gdzie drugi aminokwas w sekwencji kwas
asparaginowy (D52) (rysunek 7) zostal zastgpiony obojetng, hydrofobowg resztg waliny
(Dag2) lub w ktorym pierwszy z sekwencji kwas asparaginowy (D51) zostat zastapiony
reszta ornityny, a drugi aminokwas-rowniez kwas asparaginowy (D52) zostal zastapiony
obojetna, hydrofobowa reszta waliny (Dag3 ), badz pierwszy z sekwencji kwas
asparaginowy (D51) zostat zastgpiony resztg ornityny, a drugi aminokwas-rowniez kwas
asparaginowy (D52) zostal zastgpiony obojetna, hydrofobowa reszta waliny (Dag4).
Zaktadatam, ze zachowanie zagietej struktury tancucha po tych modyfikacjach w
peptydzie potwierdzitoby hipotez¢ wymuszania zgiecia przez obecnos$¢ flankujacych

dodatnio natadowanych reszt.
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Rysunek 7. Struktura biatka G wyznaczona na podstawie pomiarow NMR [42] (wigzacego forming,
pochodzacego z bakterii Streptococcus) z zaznaczona domeng B3; zaznaczony w ramce zostal fragment
11GD(51-56) (Dagl); fragment Dagl oraz jego pochodne (Dag2, Dag3) zostaly poddane badaniu. (Rysunek 1 in
H7).

Wyniki uzyskane na podstawie pomiarow spektroskopowych CD (rysunek 3a-3c w
H7), pokazaty dla wszystkich trzech peptydow dobrze zdefiniowany punkt izozbestyczny
na krzywych zaleznosci eliptyczno$ci od temperatury. Fakt ten sugerowat, ze w zaleznosci
od temperatury ustala si¢ rownowaga pomi¢dzy formami konformacji zwinigtej oraz
rozwinigtej. Minimalna warto$¢ eliptycznosci molowej przy A ~195 oraz maksymalna
przy dhugosci fal A = 215wskazata na wystgpowanie w roztworze dla tych uktadow form
rozciggnigtych oraz konformacji Py (lub statystycznego kiebka). Intensywno$¢ pasma przy
dhugosci 4 =195 nm (odpowiadajacej konformacji zagictej) maleje wraz z temperaturg, a
pasma przy dtugosci fal A =~ 215 (odpowiadajace konformacji poliproliny Il lub ktgbkowi
statystycznemu) zwiekszaly si¢ wraz z temperaturg, ktora jest zgodna z kolei z procesem
rozwijania konformacji. W celu ustalenia temperatury migknigcia oraz  funkcji
termodynamicznych przejscia ze stanu zwinigtego do rozwinigtego przeanalizowatam
zalezno$¢ temperaturowag widm CD dla dwoch dlugosci fal A =195nm oraz 4 =215 nm
(rysunki 4a-4c w H7). Zaktadajac model dwustanowy, eliptycznos¢ molowa (przy jednej z

dwoch dhugoscei fali) moze by¢ wyrazona rownaniem (1):

[0]=161; X +[6], %, =[6]- X +[6,J0—x.)
(1)
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gdzie [0]: [@], to wartosci eliptyczno$ci molowych odpowiednio stanu zwinigtego (zagiecie)
oraz rozwinig¢tego (polyprolina Il) natomiast, x- oraz x, frakcje molowe stanu zwinig¢tego

(folded) oraz rozwinigtego (unfolded) przy zatozeniu, ze: x. + X, =1.

Wspodtczynnik formy zwinigtej i1 rozwinig¢tej moze by¢é wyrazona za pomoca statej

réwnowagi przejscia fazowego za pomocg ponizszego wzoru (rownanie 2):

K=e><p(—ﬂ+§j: Xe
RT R/ 1-x

()

gdzie AH i AS wyrazaja odpowiednio zmiany entalpii i entropii procesu zwijania, R 0znacza

statg gazowa natomiast T, to temperatura absolutna.

Zatem, wspoétczynnik formy zwinietej mozna wyrazi¢ za pomoca réwnania 3:

o - 2H..29)
K RT R

X = =
FK+1 ( AH AS)
expl ———+— |+1

©)
R

Podstawiajac X z rownania (3) do rownania (1), wyznaczy¢ mozna wzor (4).

(4)

Poniewaz w temperaturze migknigcia X =X, = > to temperatura przej$cia fazowego

moze by¢ wyrazona nastepujacym rownaniem (5):
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Wartoéci funkcji AH, AS oraz Tm wyznaczone przez dopasowanie rownania (4) dla [0]198nm
oraz [0]215 nm, W potaczeniu z Tm wyznaczong na podstawie badan kalorymetrycznych DSC

zostaty zamieszczone w tabeli 3 w pracy H7.

Pomiary CD wykazaty, ze wszystkie badane peptydy posiadaty dobrze zdefiniowany
punkt izozbestyczny, co sugerowato, ze w zalezno$ci od temperatury ustalana jest rownowaga
pomiedzy natywnym oraz zdenaturowanym stanem. Wyniki CD zasugerowaty ponadto, ze
wprowadzenie modyfikacji w sekwencji Dagl spowodowato wzrost lokalnych stanow
konformacyjnych poliproliny II w peptydach Dag2 i Dag3 (zwigkszenie wysoko$ci
maksimum przy 215 nm) i rownocze$nie zmniejszenie sktonnosci do tworzenia sie¢
konformacji zagigtej. Nastepnie, badania przeprowadzone przy zastosowaniu techniki DSC
wykazaly, ze struktury o zmodyfikowanych sekwencjach fragmentu domeny B3 bialka G sa
mniej stabilne termicznie niz peptyd o sekwencji oryginalnej Dagl. Wyniki zatem wskazaty
na wieksza elastycznos$¢ struktury zmodyfikowanych zwigzkow. Peptyd Dag3 okazat si¢ miec
najmniej okreslong konformacj¢. Ustalone warto$ci pKa dla peptydu Dagl potwierdzity
wczesniejsze badania NMR [53], w ktorych w niskiej temperaturze (20°C) obserwowano
tworzenie si¢ wigzania wodorowego pomiedzy Asp2 i Lys5. Wartosci pKa dla uktadu Dag2
wykazaly natomiast, ze obecne w sekwencji grupy zdolne do jonizacji, znajdujg si¢ blisko
siebie, ale odlegtos¢ miedzy nimi jest niewystarczajaca, aby tworzy¢ wigzanie wodorowe. Dla
Dag3 pKai (Lys5) nie roznita si¢ bardzo od warto$ci pKa2 (Ornl), co oznaczato, ze grupa
(Ornl) znajduje si¢ w polu elektrostatycznym o podobnym charakterze co jej odpowiednik w
peptydzie czyli Lys5. Zaobserwowana roznica pomigdzy wartosciami pKa jest jednak wigksza
niz warto$¢ logio4 (ok. 0,60), czyli wigksza od wartosci charakterystycznej dla kwasow
dwufunkcyjnych posiadajacych oddalone od siebie grupy karboksylowe co oznacza, ze
odlegto$¢ pomigdzy bocznymi tancuchami grup jonizowalnych rosnie i sekwencja Dag3 ma
mniejszg tendencje¢ w poréwnaniu z Dagl do tworzenia si¢ konformacji zagietej. Analiza
danych termodynamicznych badanych peptydow pokazata przyblizong warto$¢ temperatury,
w ktorej najprawdopodobniej wystepuja dla badanych uktadow najbardziej znaczace zmiany
konformacyjne (przejsciowe fazowe). W celu dokonania peilnej analizy preferencji

konformacyjnych badanych uktadéow D7, D9, Dagl, Dag2, Dag3 (patrz rysunek 8) dla

24



ktorych wstepne wyniki zostaty opublikowane w dwdch opisanych powyzej publikacjach H6
I H7 wykonatam badania przy zastosowaniu spektroskopii NMR oraz symulacji dynamiki
molekularnej (MD), a nastepnie uzyskane dane umiescitam w publikacji H8. Dodatkowo w
pracy H8, zostaty zamieszczone wyniki jeszcze dla jednego dodatkowego wariantu sekwencji
Dagl, w ktorym pierwsza reszta kwasu asparaginowego zastgpiona zostata inng dodatnio
naladowana reszta (Lys) dajac w rezultacie uktad o nastepujacej sekwencji Ac-KVATKT-
NH2 (Dag4) (patrz rysunek 8).

[-AVSEWTEYKTADGKTYYYN-] D7
YKTADGKTY D9
B
[--DNGVDGVWTYDDATKTFTVTE-] Dag1
DVATKT Dag2
OVATKT Dag3
KVATKT Dag4
_
11GD

Rysunek 8. (A) Struktura biatka FBP28 z domeng WW wyznaczona na podstawie pomiarow NMR [51], (kod
PDB: 1EQOL); fragmenty biatka FBP28 poddane badaniu, zostaly umieszczone w ramkach FPB28 (12-18) D7
oraz FPB28 (11-19) D9. (B) Struktura biatka G wyznaczona na podstawie pomiarow NMR [42] (wigzgcego
forming, pochodzacego z bakterii Streptococcus) z zaznaczona domeng B3; zaznaczony w ramce zostat fragment
11GD(51-56) (Dagl) oraz jego pochodne (Dag2, Dag3) zostaty poddane badaniu. (Rysunek 1 in H7). (Rysunek
1w H8)

Stwierdzono, ze obydwa fragmenty FBP28 przyjmuja posta¢ konformacji o tendencji do
zaginania. Jednakze, struktura bardziej stabilna jest okreslona dla dtuzszej sekwencji (D9).

Peptyd D7 jest zagicty W centralnej czg¢sci sekwencji, natomiast jest bardziej elastyczny na
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koncach, w poroéwnaniu z D9, prawdopodobnie ze wzgledu na brak w D7 dwoéch reszt
tyrozynowych obecnych na dwoch koncach tancucha peptydowego D9, co z pewno$cig ma
wplyw na stabilno$¢ jego struktury. Nalezy jednak podkresli¢, ze zadne hydrofobowe
oddziatywania pomiedzy koncowymi resztami tyrozyn w D9 nie zostaly zaobserwowane. To
sugeruje, ze obecno$¢ pary jednoimiennie naladowanych reszt lizyn na obydwu koncach
zagiecia moze wpltywaé na stabilizacje zagigcia tancucha tworzac naladowany "plaszcz"

wokot czasteczki.

Rysunek 9. Dopasowanie strukturalne pomiedzy najbardziej reprezentatywnym konformacjami peptydéw

(a), D7, (b) D9 z odpowiednim fragmentem biatka FBP28 WW (rysunek 4 w H8).

Sze$cio-aminokwasowy fragment biatka G (Dagl) oraz jego pochodne majg tendencj¢ do
zaginania si¢ w centralnej czes$ci sekwencji. Jednakze, peptydy Dag3 oraz Dag4 maja t¢
tendencj¢ duzo gorszg w poréwnaniu z Dagl i Dag2. Zatem, fancuchy boczne przeciwnie
natladowane w Dagl i Dag2 wplywaja w duzym stopniu na utrzymywanie zagigtej
struktury poniewaz w strukturach tych wystepuje duzo wyzsze prawdopodobienstwo
wytworzenia si¢ mostkéw solnych w poréwnaniu z sekwencjami Dag3 i Dag4, gdzie
jednoimiennie naladowane reszty aminokwasowe wymuszajg wydluzanie tych

konformacji.
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d)

Rysunek 10. Dopasowanie strukturalne pomiedzy najbardziej reprezentatywnym konformacjami peptydow (a),
Dagl, (b) Dag2, (c) Dag3 i (d) Dag4 z odpowiednim fragmentem biatka 1I1GD (rysunek 4 w H8).

Nalezy zauwazy¢, ze te dwie natadowane dodatnio reszty, sg oddzielone od siebie
trzema resztami w peptydach Dag3 i Dag4 oraz czterema w przypadku D7 i D9. Ten fakt
moze by¢ powodem dlaczego obecnos¢ dwoch dodatnio natadowanych reszt zaktoca zagiecie
tancucha w Dag3 i Dag4, natomiast wydaje si¢ stabilizowaé¢ go w uktadach D7 i D9. W
przypadku, gdy krotsze odcinki separujg reszty natadowane w sekwencji peptydowej,
obecno$¢ mostkéw solnych zdaje si¢ stabilizowaé utrzymywanie zagigtej struktury, cO
zaobserwowano w poprzednich badaniach np. dla uktadu Dagl [53]. Mechanizm formowania
si¢ struktury zagietej badano réwniez dla innych przypadkow [H5,53-58]. Stwierdzono, ze
oddziatywania hydrofobowe zaréwno wynikajace z lokalnych oddziatywan jak i powstajace
dzigki budowie lancucha gltownego prowadza do wytworzenia struktury zagigtej przez
tancuch polipeptydowy. Formowanie si¢ struktury drugorzedowej typu [ rozpoczyna si¢ od

wytworzenia zagiecia a nastepnie postepuje tzw. ,,dopinanie” (zippering) [55-57]. W
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publikacji H8 zasugerowatam, ze obok oddzialywan hydrofobowych, ostanianie niepolarnego

fragment tancucha od rozpuszczalnika moze mie¢ wptyw na proces tzw. “zippingu”.

Jak przedstawiono powyzej, pomiary potencjometryczne prowadzone w roéznych
temperaturach moga pomoéc przy wyznaczaniu profilu konformacyjnego stabilnosci peptydu
oraz umozliwiajag okre$lenie funkcji termodynamicznych procesu przytgczania lub
oddysocjowywania protondéw z tancuchéw bocznych peptydow, co pozwala w dalszym kroku
na charakteryzacj¢ i okreslenie rodzaju oddziatywan istotnych dla tworzenia si¢ najbardziej
stabilnej struktury. Poniewaz peptydy sa zwigzkami zwykle bardzo elastycznymi, dla ktorych
wyniki badan miareczkowania potencjometrycznego mogg by¢ przeszacowane, dlatego
zdecydowatam si¢ podda¢ badaniu uktad mniej ruchliwy, sekwencje¢ analogiczng do Dagl
(peptydu pochodzacego z biatka G wigzacego immunoglobuling o sekwencji Ac-Asp-Asp-
Ala-Thr-Lys-Thr-NHz, dyskutowanego powyzej) [H9]. W celu zmniejszenia ruchliwosci
peptydu Dagl i zwigkszenia sztywnos$ci uktadu aminokwasy w centralnym fragmencie Dagl
(Ala3 i Thrd) zostaly zastgpione przez zwigzek chemiczny MABA (kwas meta-
aminobenzoesowy), ktory odegrat rolg B-mimetyku (nowo powstaly peptyd w dalszej czesci

pracy jest oznaczony przez Dagl_M) (patrz rysunek 11).

D-D-{tA-T--K-T
O ~ OH

MABA

NH.

Rysunek 11. Wzor strukturalny tzw. beta mimetyku, kwasu metaaminobenzoesowego (MABA) z zaznaczeniem
miejsca w peptydzie Dagl gdzie zostaly wprowadzone zmiany w sekwencji czyli zamiana dwoch reszt
aminokwasowych czasteczka MABA (Rysunek 1b w H9).
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(A) HsC-g-CHz-CH-NH-(||3-CH2-CH-NH-(|'|3-CH-NH-g-CH-NH-g-CH-NH-(”3—CH-NH2
COOH COOH C|)Hs (|3H-CH3 (C|:Hi_)4 C|)H-CH3
OH NH, OH
B) O O O O )
H3C-£-CH2-CH-NH-g-CHz-CH-NH-g- (MABA) -NH-él-|CH-NH-C“:-CH-NH2
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Schemat 1. Wzory strukturalne peptydow poddanych badaniu: (A) Dagl, (B) Dagl_M, (schemat 1 w H9).

Nalezy podkresli¢, ze wszystkie kwasy aminobenzoesowe ztozone sg ze sztywnego
pierScienia benzenowego posiadajacego w podstawniku grupe aminowa 1 grupa
karboksylowag. W swoich badaniach zdecydowatam si¢ zastosowa¢ kwas meta-
aminobenzoesowy (MABA) jako B-peptydomimetyk [H9], poniewaz w jego analogu
kwasie orto-aminobenzoesowym, odlegto$¢ pomiedzy grupa aminowg 1 grupg
karboksylowa jest zbyt mata do wytworzenia 1 utrzymania struktury zagietej p.
Woprowadzenie natomiast w centralnej cze$ci sekwencji peptydowej kwasu para-
aminobenzoesowego mogloby spowodowac rozchodzenie si¢ koncoéw tancucha
znajdujacych si¢ po obydwu stronach kwasu w przeciwnych kierunkach. W kwasie meta-
aminobenzoesowym, odleglos¢ pomiedzy grupa aminowa a karboksylowa jest
wystarczajaco duza, aby zapobiec nakladaniu si¢ sterycznemu miedzy przylaczanymi
tancuchami i na tyle maty, aby ograniczy¢ ich swobode konformacyjng. Nalezy zauwazyc¢,
ze podobny zwigzek [58] z powodzeniem zostat zastosowany w przesziosci jako B-
peptydomimetyk. Zwigzek ten zawieral w swoim sktadzie grupe cykloheksylowa, a nie

pierscien benzenowy, ale taki odczynnik byt trudny do otrzymania. Zatem zdecydowalam
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si¢ uzy¢ MABA, ktory okazal si¢ zwigzkiem tanszym i fatwiejszym do uzyskania. Zwigzek
MABA jest bardzo podobny w swojej budowie do aminokwasu cukrowego (SAA 3) [59],
ktory jest stosowany jako [B-peptydomimetyk oraz, jak zostalo wspomniane, bardziej

dostepnym.

Wykonatam miareczkowanie potencjometryczne w roéznych temperaturach dla obydwu
peptydow Dagl i Dagl M, w celu okreslenia wartoSci pKa grup jonizowalnych obecnych w
sekwencjach: Aspl, Asp2, Lys5. Te doswiadczenia pozwolity mi uzyska¢ informacje na
temat sgsiedztwa tych jonizowalnych grup. Wyniki pokazaty, ze natadowane reszty obecne w
Dagl i Dagl M (Aspl, Asp2 i Lys5) znajdujg si¢ w podobnym srodowisku. Moglam zatem
stwierdzi¢, ze ksztalt dominujacej konformacji Dagl i Dagl M jaki uktad osigga w roztworze
jest podobny i obydwa z nich maja tendencj¢ do tworzenia struktury zagietej. Dodatkowo,
wyniki DSC dowiodty, ze peptyd Dasl jest mniej stabilny termicznie w poroéwnaniu z
Dagl M, co jednoczenie pokazalo, ze zmiana ksztattu konformacji peptydu Dagl M zalezy

w malym stopniu od temperatury.

Powyzsze obserwacje pozostaja w dobrej zgodnosci z wynikami pomiaréw
spektroskopowych CD (brak punktu izozbestycznego). W pracy [H3] z cyklu habilitacyjnego
wykazatam, ze w roztworze wodnym, peptyd Dagl organizuje si¢ w struktur¢ podobng jaka
przyjmuje si¢ w biatku natywnym G. Poroéwnanie wlasciwoséci kwasowo-zasadowych
peptydow Dagl i Dagl M, ktore przedstawiono w publikacji H9 prowadzi do wniosku, ze
potencjometryczne badania przeprowadzone w roéznych temperaturach, prawdopodobnie
dowolnych krotkich peptydéw wyizolowanych z biatek (z dobrze zdefiniowang strukturg
trojwymiarowg), moga by¢ tanszym 1 szybszym sposobem na wstepne oszacowanie
preferencji konformacyjnych tych peptydow w pierwszym etapie zwijania si¢ biatka, niz
metoda NMR. Dzigki zaproponowanemu podejsciu jesteSmy w stanie okresli¢ lokalne
srodowisko grup zdolnych do przyjmowania lub tez odszczepiania protonow W badanym

peptydzie, a nastepnie na tej podstawie oszacowac preferencje konformacyjne tego peptydu.
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Podsumowanie:

W literaturze mozna znalez¢ wiele informacji na temat badan kinetyki i termodynamiki
powstawania struktur o-helikalnych w biatkach. Przyktadowo wiele badan wykazalo, ze
zastgpienie wewnetrznych reszt aminokwasowych tworzacych lokalnie struktury a-helikalne
resztami alaniny ma znaczny wplyw na stabilno$¢ a-helikalng catego uktadu. Doprowadzito
to do udanej konstrukcji w roztworze wodnym helikalnych monomerycznych peptydow
charakteryzujacych si¢ Wysoka zawartoscig reszt alaninowych oraz wytworzonymi wewnatrz
kilkoma mostkami solnymi [33], a takze prostych sekwencji peptydowych o wysokiej
zawartosci alaniny z kilkoma resztami lizyny, dzigki ktorym nastgpuje wzrost
rozpuszczalno$ci tak zaprojektowanych uktadow [34]. O ile wiedza na temat mechanizmu
powstawania i stabilnosci dla struktur o-helikalnych jest dos¢ duza to podobna wiedza
dotyczaca struktur typu B-kartki na razie nie jest znana, a stanowi nieodzowny element

niezbedny do zrozumienia bardziej skomplikowanego procesu, a mianowicie faldowania

bialek.

Badania nad mechanizmem powstawania struktur typu  kartki (B-spinki) maja niezwykle
praktyczny aspekt. Peptydy tworzace samorzutnie w roztworach [-spinki bardzo czesto
ulegaja procesowi agregacji, tworzac fibryle amyloidowe co wigze si¢ bezposrednio z
chorobami Alzheimera, Parkinsona, Creutzfelda — Jacoba i wieloma innymi chorobami
neurodegeneracyjnymi. W konsekwencji, badania nad tworzeniem si¢ ukladow
charakteryzujacych si¢ drugorzedowa strukturg typu B (struktur zagietych) ze sktonnoscig do

agregacji stanowig wielkie wyzwanie dla naukowcow.

Jak zostato wspomniane powyzej, mechanizmow zwijania si¢ biatek do struktury natywne;j
jest wiele. Wszystkie te drogi, prowadza poprzez nie jeden ale kilka etapdéw, do struktury
natywnej. Jednym z najbardziej istotnych etapdw jest etap zapoczatkowujacy proces zwijania
(tworzenie si¢ pierwszych oddziatywan), ktory warunkuje droge reakcji sktadajacych sie¢ na

dalszy mechanizm tworzenia si¢ ostatecznej struktury.

Glownym celem moich badan bylo wyjasnienie czy obecnos¢ dodatnio natadowanych reszt
po obu stronach fragmentu sekwencji peptydowej wymusza zwrot tego fragmentu tancucha.

Taki mechanizm powstawania zwrotéw nie zostal dotad zaproponowany. Na podstawie
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uzyskanych przeze mnie wynikow zostal poznany kolejny rodzaj oddzialywan (oprocz

stwierdzonych juz oddziatywan hydrofobowych, lokalnych i mostkéw solnych) kluczowych

dla inicjowania zwijania lancucha (pierwszy etap nukleacji).
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

W sktad mojego dorobku naukowego wchodza: 40 publikacji z listy filadelfijskiej (w
tym 9 stanowi osiggniecie naukowe), 2 publikacje w czasopismach spoza listy filadelfijskiej, 4
rozdziaty w ksigzkach, 7 streszczen konferencyjnych, 10 publikacji w materiatach
zjazdowych oraz 49 prezentacji na konferencjach krajowych i zagranicznych oraz 1
wygloszony referat podczas konferencji, ktorych jestem wspotautorem. Moje zainteresowania
naukowe dotycza: analizy konformacyjnej peptydow prowadzonej za pomoca obliczen
teoretycznych na podstawie badan eksperymentalnych, wlasciwosci kwasowo-zasadowych
peptydow,  badan  roéwnowag  kwasowo-zasadowych, metody temperaturowego
miareczkowania potencjometrycznego, pomiaréw mikrokalorymetrycznych DSC.  Lista
publikacji, opis mojego udzialu w kazdej z tych prac, index Hirscha, sumaryczny impact
factor, liczba cytowan oraz liczba recenzowanych przeze mnie prac zawarte zostaly w
dokumencie pt. ,, Dorobek naukowy”.

Niedawno rozpoczg¢tam badania nad tworzeniem si¢ oddzialywan pomigdzy jonami
miedzi (1) a fragmentami peptydowymi wyizolowanymi z matych biatek o znanej strukturze
trzeciorzgdowej w celu oceny roli konformacji peptydow w przebiegu reakcji
kompleksowania. Wykorzystatam w tym celu metode ITC (izotermiczne miareczkowanie
kalorymetryczne) [J. Makowska, D. Wyrzykowski, P. Hirniak, D. Uber, L. Chmurzynski “Investigations of
copper(Il) complexation by fragments of the FBP28 protein using isothermal titration (ITC) and differential
scanning calorimetry (DSC)” Journal of Thermal Analysis and Calorimetry 2015 (IF = 2,206) 121, 1, 263-268]
oraz w niektorych przypadkach metody fluorescencjyjne [J. Makowska, K. Zamojé¢ , D.
Wyrzykowski, D. Uber, M. Wierzbicka, W. Wiczk, Lech Chmurzynski “Binding of Cu(ll) ions to peptides

studied by fluorescence spectroscopy and isothermal titration calorimetry” Spectrochimica Acta Part A:

Molecular and Biomolecular Spectroscopy 2016 (IF = 2,360) 153, 451-456]. Badania pokazaly, ze
powinowactwo fragmentéw peptydowych pochodzgcych z wybranego biatka do jonow Cu
(11) jest bardzo zalezne od preferencji konformacyjnych. W przysztosci mam zamiar rozwingé

badania w tym kierunku. W pierwszej kolejnosci zamierzam zbada¢ wplyw jonéw metali na
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stabilno$¢ termodynamiczng i Kinetyczng procesu zwijania si¢ matych biatek (pomiary DSC,
spektroskopia NMR) jednoczesnie wykonujac badania nad stabilno$cig wybranych peptydow,

w zaleznosci od pH i innych czynnikow zewnetrznych.
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