Termodynamiczne i strukturalne nastepstwa substytucji reszt aminokwasowych
w rejonie kieszeni wiazacej f-laktoglobuliny

B-laktoglobulina (BLG) jest gtéwnym biatkiem serwatkowym mleka, m.in. krowiego.
Charakteryzuje sie specyficzng struktura trzeciorzedowa, ktérej kluczowy element
stanowi barytka . Wnetrze barylki jest miejscem wigzania ligandéw hydrofobowych
i amfifilowych. Na wielko$¢ powinowactwa ligandéw do biatka wplyw maja petle
otaczajace miejsce wiazania. Substytucje reszt aminokwasowych znajdujacych sie
w petlach moga z jednej strony prowadzi¢ do uzyskania wariantéw biatka
o zastosowaniu praktycznym, a z drugiej poméc w lepszym poznaniu procesu
wigzania ligandow przez BLG. Celem niniejszej pracy bylo zrozumienie roli, jaka
W procesie wigzania odgrywaja reszty leucyny w pozycjach 39 i 87 oraz reszty lizyny
w pozycjach 60, 69 i 70. Aby cel ten osiagna¢, zaprojektowano zestaw wariantéw BLG
z nastepujacymi substytucjami aminokwasowymi: L39A, L39S, L39F, L39Y, L39],
L87A, L87S, L871, K60A oraz K69A /K70A.

Pomiary dichroizmu kotowego wykazaly, ze wprowadzone substytucje modyfikuja
strukture bialka jedynie w niewielkim stopniu oraz ze badane warianty pozostaja
stabilne w temperaturze, w ktérej zaplanowano dalsze badania. Substytucje nie
powoduja tez duzych zmian stalej dimeryzacji, co pokazano z wykorzystaniem

izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego (ITC).

Wariant podstawowy BLG (WT) charakteryzuje sie nizsza stala asocjacji ligandow
w pH ponizej 7. Jest to spowodowane blokowaniem dostepu do miejsca wigzania
przez jedna z otaczajacych je petli. Wczeéniejsze badania wykazaty, ze substytucja
L39Y prowadzi do wzrostu statej asocjacji w pH 6,5, tak ze osigga ona wartos¢ zblizong
to tej w pH 7,5. Substytucje wprowadzone w pozycji 39 mialy na celu pomoéc
w zrozumieniu tego efektu. Wyniki badanh wigzania dodecylosiarczanu sodu (SDS)
przeprowadzone metoda ITC pokazaly, ze wzrost stalej asocjacji w pH 6,5 ma miejsce
dla wszystkich badanych wariantéow z substytucjami w pozycji 39, a takze dla
wariantow L87A i L87S. Wariant L87A charakteryzuje si¢ nawet wyzsza stala asocjacji
w pH 6,5 niz 7,5. Dla wariantu L87I efekt substytucji jest natomiast niewielki.

Parametry termodynamiczne wskazuja, ze z wyjatkiem wariantu L39F mechanizm



wiazania rézni sie w zaleznosci od pH, nawet jezeli stale asocjacji sa zblizone. Mozna

zatem sadzi¢, ze wprowadzone substytucje wptywaja na pozycje petli.

Substytucje K60A oraz K69A /K70A mialy na celu poméc w odpowiedzi na pytanie
o istotnos¢ oddziatywan elektrostatycznych pomiedzy substytuowanymi resztami
a naladowanym ligandem. Na podstawie pomiaréw ITC potwierdzono silniejsze
wiazanie do BLG WT liganda natadowanego ujemnie (SDS) niz liganda natadowanego
dodatnio (chlorek dodecylotrimetyloamoniowy, DTAC). Pokazano, ze stala asocjacji
SDSu do BLG jest wyzsza w obecnosci reszt lizyny w pozycjach 60, 69 i 70 niz
w przypadku wariantow K60A i K69A/K70A. DTAC silniej wigze si¢ natomiast do
wariantéw K60A i K69A /K70A niz do wariantu WT. Wyniki te wskazuja na znaczenie
oddziatywan elektrostatycznych. Sila jonowa ma niewielki wplyw na stalg asocjacji
obu badanych ligandéw. Gdyby za wigzanie odpowiadaly gtéwnie oddzialywania
elektrostatyczne, wzrost sily jonowej spowodowalby ich ostabienie w stopniu
prowadzacym do znacznych zmian stalej asocjacji. Tak sie nie dzieje, co jest zgodne
z ogblnie przyjetym pogladem, ze to oddzialywania hydrofobowe odgrywaja gtéwna

role w procesie wigzania ligandéw przez BLG.

Podsumowujac, na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze reszty leucyny
w pozycjach 39 i 87 majq kluczowe znaczenie dla istnienia réznicy pomiedzy statymi
asocjacji SDSu do BLG w pH 6,5 i 7,5 oraz ze oddzialywania elektrostatyczne
pomiedzy resztami lizyny w pozycjach 60, 69 i 70 a naladowanymi ligandami

odgrywaja znaczaca, cho¢ nie gtéwna role w procesie wigzania.



