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,,0d aminokwasow do biatka — badanie wptywu fotoutleniania aminokwasow
na modelowe biatko”

STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM:

Celem pracy byto zbadanie proceséw beztlenowego utleniania aromatycznych reszt aminokwasowych
w ukfadach modelowych i dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) w obecnosci 3-
karboksybenzofenonu (3CB), poprzez zbadanie mechanizméw i produktéw trwatych. Zbadano wptyw
utworzonych modyfikacji na aktywno$¢ GAPDH. Analiza produktdw przejsciowych tworzonych podczas
wygaszania wzbudzonego stanu trypletowego przez aromatyczne reszty aminokwasowe wykonana
zostata z wykorzystaniem techniki nanosekundowej fotolizy btyskowe] (LFP). Okreslono wptyw blokady
grup funkcyjnych na powstate indywidua przejSciowe. Powstate produkty trwate rozdzielono z
wykorzystaniem HPLC i zcharakteryzowano przez MS. Wyniki z uktadéw modelowych poréwnano do
danych otrzymanych dla GAPDH, ze szczegdlnym uwzglednieniem modyfikacji na Trp, Tyr, His i Phe.
Zbadano wptyw fotoutleniania GAPDH w obecnosci 3CB na jego aktywnos$é. LFP wykazata réznice w
statych szybkosci wygaszania i wydajnosci kwantowej tworzenia réznych przejsciowych produktéw.
Pojawiajace sie trendy w Tyr, His i Trp sg w duzej zgodnosci z literaturg, gdzie blokowanie grupy
aminowej ma duzy wptyw na dwa pierwsze aminokwasy (Tyr i His) i brak wptywu na ten ostatni.
Eksperymenty z udziatem fenyloalaniny pokazaty, ze obecnos¢ innych, bardziej reaktywnych reszt
aminokwasowych w peptydzie chroni jg przed utlenianiem, ze wzgledu ich na wiekszg reaktywnos¢
wzgledem trypletu sensybilizatora. Zidentyfikowano produkty trwate, ktére dla uktadéw modelowych
mozna podzieli¢ na trzy grupy: (a) kowalencyjnie przytgczony addukt z 3CBH, (b) dimery oraz (c)
pozostate produkty, ktére nie przypisano do zadnej z powyzszych grup, a wynikajg z proceséw innych
niz rekombinacja rodnikdw powstatych po przeniesieniu elektronu. Do charakterystyki produktéw
trwatych zastosowano spektrometrie mas. Analizujgc kolejne reszty aminokwasowe w uktadach
modelowych wykazano, 7ze gtdwnym produktem tworzonym podczas utleniania Tyr i Trp sg dimery,
ktére w zaleznosci od struktury zwigzku mogg wystepowaé¢ w réoznych formach izomerycznych.
Wykazano takze, ze im bardziej zablokowana struktura Tyr, czy tez Trp, tym wiecej izomerdw diTyr/diTrp
jest tworzone. Produkt Tyr-3CBH obserwowany byt tylko dla niektorych zwigzkéw, gdzie produkt Trp-
3CBH byt obecny wytacznie w mieszaninie poreakcyjnej peptydu. Odmienne wyniki uzyskano dla His i
Phe, gdzie odblokowana grupa aminowa prowadzi do utworzenia produktéw nie przypisanych do
dwoch pierwszych grup, a mianowicie produkt Im-CH2-3CBH oraz benzyl-Phe /benzyl-3CBH. Produkty
te tworzone sg poprzez rekombinacje rodnikdbw 3CBH z rodnikami metylo-imidazolowym lub
benzylowym. Postuluje sie przeniesienie energii z sensybilizatora na N-koficowg pochodng prowadzace
do homolitycznego rozpadu pochodnej do odpowiedniego rodnika. Innym produktem
scharakteryzowanym w trzeciej grupie zwigzkdw byto utworzenie wigzania podwdjnego C=C na Trp lub
His. Potwierdzono utworzenie kompleksu w stanie podstawowym pomiedzy GAPDH i 3CB.
Elektroforeza dostarczyta informacji na temat zaleznosci pomiedzy czasem naswietlania, a tworzeniem
dimeréw i wyzszych polimerdw, oraz pozwolita dobra¢ odpowiedni czas naswietlania do analiz.
Charakterystyka produktow trwatych (timsTOF) préobek trawionych w roztworze i prébek trawionych w
zelu po analizie SDS 5-minutowego naswietlania roztworu GAPDH potwierdzita tworzenie czesci
produktéw zidentyfikowanych w produktach modelowych, takich jak 3CBH-aminokwas. Analiza



aminokwasowa w potaczeniu z testem Ellmana wykazata, ze aminokwasy zawierajgce siarke s3
gtéwnym zrédtem uszkodzern GAPDH, podczas gdy His i Tyr stanowig drugorzedny cel. Test aktywnosci
wykazat, ze chociaz GAPDH tworzy kompleks w stanie podstawowym z 3CB, nie wptywa to na jego
aktywnos¢, ponadto modyfikacje dostepnych dla roztworu aminokwaséw nie zmieniajg znaczaco
aktywnosci. Gtéwne rdéznice wystepuja, gdy GAPDH jest naswietlane przez ponad 5 minut, co skutkuje
wiekszg liczbg dimerdéw i kowalencyjnych polimerdw.



