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1. Opis metody

Spektroskopia dichroizmu kotowego polega na pomiarze roéznicy absorbancji
kolowo spolaryzowanego monochromatycznego swiatta lewo- i prawoskretnego.
Wartosé dichroizmu kotowego jest wyrazna jako roéznica molowych wspotczyn-
nikéw ekstynkeji dla swiatta lewo- i prawoskretnego, lub eliptycznosé molowa:

Ae = Ae — Aeg

[6] = 3298A¢

Poziom absorbcji $wiatta lewo- i prawoskretnego jest zalezny od sprzezenia eks-
cytonowego sasiadujacych chromoforé6w w obrebie czasteczki [Telfer et al., 2011].
CD pozwala wiec na odrdznienie konformacji (struktury drugorzedowej) poli-
peptydow (helisy «, arkusze () oraz na wyznaczenie procentowego wkiadu jaki
dany tym struktury drugorzedowej ma w catkowita strukture bialka.
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2. Badane bialka

2.1. Lizozym bialka kurzego

2.1.1. Informacje

Abs 0.1 % (=1 g/1) 2.338,
Length 147,

Mass (Da) 16 239.
Sekwencja

MRSLLILVLCFLPLAALGKVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYSLGNWVCAAKFESNFNTQATNRNTDGSTDYGILQINSRW
WCNDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVSDGNGMNAWVAWRNRCKGTDVQAWIRGCRL

2.1.2. Funkcja

Kataliza hydrolizy $ciany komorkowe]j bakteri (wlasciwosci bakteriolityczne)

2.1.3. Aktywnosé¢ katalityczna

Hydroliza wigzan miedzy kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetylo-D-glukozaming
w peptydoglikanie, oraz miedzy N-acetylo-D-glukozaminami w chitodekstry-
nach. link UniProt

2.1.4. Struktura

Wiekszo$¢ struktury stanowia helisy « oraz petle, ale obecny jest tez maty
anntyréwnolegly arkusz .

2.2. Albumina surowicy wolowej (BSA)

2.2.1. Informacje

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.690,
Length 607,

Mass (Da) 69 293.
Sekwencja

MKWVTFISLLLLFSSAYSRGVFRRDTHKSEIAHRFKDLGEEHFKGLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKLVNELTEFAKTCVAD
ESHAGCEKSLHTLFGDELCKVASLRETYGDMADCCEKQEPERNECFLSHKDDSPDLPKLKPDPNTLCDEFKADEKKFWGK
YLYETARRHPYFYAPELLYYANKYNGVFQECCQAEDKGACLLPKIETMREKVLASSARQRLRCASIQKFGERALKAWSVA
RLSQKFPKAEFVEVTKLVTDLTKVHKECCHGDLLECADDRADLAKYICDNQDTISSKLKECCDKPLLEKSHCIAEVEKDA
IPENLPPLTADFAEDKDVCKNYQEAKDAFLGSFLYEYSRRHPEYAVSVLLRLAKEYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDKL
KHLVDEPQNLIKQNCDQFEKLGEYGFQNALIVRYTRKVPQVSTPTLVEVSRSLGKVGTRCCTKPESERMPCTEDYLSLIL
NRLCVLHEKTPVSEKVTKCCTESLVNRRPCFSALTPDETYVPKAFDEKLFTFHADICTLPDTEKQIKKQTALVELLKHKP
KATEEQLKTVMENFVAFVDKCCAADDKEACFAVEGPKLVVSTQTALA

2.2.2. Funkcja

Regulacja ci$nienia osmotycznego krwi. Gtowny transporter cynku, magnezu
i wapnia w osoczu. link UniProt

2.2.3. Struktura

Biatko sklada sie z 583 aminokwaséw. W strukturze nie wystepuja arkusze
5. Wiekszosé struktury stanowia helisy a potaczone petlami réznej dlugosci.

2.3. (-laktoglobulina

2.3.1. Informacje

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.853,
Length 178,

Mass (Da) 19 883.
Sekwencja:


https://www.uniprot.org/uniprotkb/P00698/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02769/entry

Rysunek 1: Struktura lizozymu, biatka skladajacego sie z réznych struktur
drugorzedowych. Numer akcesyjny: 1IEE. Procedura krystalizacji: Metoda:
Counter-Diffusion in modified APCF reactors; pH: 4.5; Temp. (K): 293; Opis:
Crystallisation took place in the european space agency (ESA) advanced protein
crystallisation facility (APCF) onboard the nasa space shuttle’s sts-95 mission.
A new apcf reactor with a long protein chamber (67 mm) was designed to
perform crystallization using the counter-diffusion method under microgravity
conditions. The protein chamber was filled with a solution of 99 mg/ml of hen
egg white lysozyme (supplied by seikagaku, batch number 100940, lot E96302)
dissolved in 0.05 M acetate buffer (pH 4.5). the salt chamber contained 20%
w/v NaCl and 0.05 M acetate buffer (pH 4.5). the rotatory plug connecting the
protein and the salt chambers was filled with 10% w/v NaCl, 0.5% w/v agarose
gel and 0.05 M acetate buffer. Crystallisation took place in microgravity at
20+/-0.1 C., Counter-Diffusion in modified APCF reactors, temperature 293K



Rysunek 2: Struktura BSA, biatka skladajacego sie gtownie z helis a oraz la-
czacych je petli. Numer akcesyjny: SWDD. Procedura krystalizacji: Metoda:
VAPOR DIFFUSION; Temp. (K): 291.15; Opis: 0.2M CaAC2, 22% PEG3350,
0.1M Tris pH6.0



Rysunek 3: Struktura fS-laktoglobuliny, biatka sktadajacego si¢ w duzej mierze
z akruszy (8. Numer akcesyjny: 1B8E. Procedura krystalizacji: Metoda: VAPOR
DIFFUSION, HANGING DROP; pH: 7.9; Opis: METHOD IN PRESENCE OF
AMMONIUM SULPHATE 2.5 M, 180MM TRIZMA BUFFER AT A PROTEIN
CONCENTRATION OF 20MG /ML, pH 7.9, VAPOR DIFFUSION, HANGING
DROP

MKCLLLALALTCGAQALIVTQTMKGLDIQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVYVEELKPTPEGDLEILLQKWENG
ECAQKKITIAEKTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEPEQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALP
MHIRLSFNPTQLEEQCHI

2.3.2. Funkcja

Wiaze retinol i prawdopodobnie bierze udziat w jego transporcie. [link Uni-
Prot

2.3.3. Struktura

Wiekszosé struktury stanowia arkusze (3, obecne sg tez male helisy a oraz
krotkie petle.

3. Procedura

Do probowek eppendorf nawazono okoto 3 mg bialka i rozpuszczono 1 ml
wody MiliQ. Proby wirowano przez 10 minut w 4 °C przy 14000 rpm. Nastepnie
zebrano supernatant i przeniesiono do czystej probéwki eppendorf. Za pomoca
spektrofotometru DeNovix zmierzono absorbancje przy A = 280 nm. Zapisano
wartosé usredniong z trzech pomiaréw. Dla sekwencji bialek pobranych z Uni-
Prot za pomocg narzedzia ProtParam obliczono wartoséi Abs 0.1 %. Otrzymane
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https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02754/entry
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P02754/entry

wyniki podzielono przez odpowiednie wartosci obliczonych Abs 0.1 %. 300 pl

roztworu o stezeniu 0.3 7%, Stezenie molowe obliczono korzystaja¢ z masy bia-

tek podanej w UniProt korzystaja¢ z narzedzia Molarityform. Liczbe wiazan

peptydowych uzyskano przez odjecie 1 od dtugosci biatek podanej w UniProt.
Wykonano widma CD dla rozpuszczalnika (H>0), Lizozymu, BSA i 8-laktoglobuliny.

4. Parametry pomiaru

4.1. Jasco Spectra Measurement

General
Start: 260 nm
End: 185 nm
Sensitivity: Standard
D.I.T.: 2 sec
Band width: 1.00 nm
Data pitch: 0.5 nm
Start mode: immediately
Scanning mode: Continuous
Scanning speed: 50 nm/min
Accumulation: [tak]
Accumulations: 10

Control
Correction: None
Shutter is opened and closed automatically: [tak]

Information
Comment: 0,3 mg/ml
Solvent: H20
Display the [Comment| dialog box before measurements: [tak]

Data
Auto save: [tak]
Format: Sample-No.
Send data to Specta Analysis: [tak]|

Widma BSA i g-laktoglobuliny dodatkowo wygtadzono.

4.2. CDSSTR, DichroWeb

File Format: FREE (with preview)
Input Units: mean residue ellipticity
Initial Wavelength (nm): 260
Finale Wavelength (nm): 185
Wavelength Step (nm): 0.5
Lowest nm datapoint to use in the analysis: 185
Analysis Programme: CDSSTR
Reference Set: Set 3 (Optimised for 185-240 nm)
Optional Scalling Factor: 1.0
Output Units: mean residue elipticity
Mean Residue Weight (daltons): 111.703
Protein Concentration (mg/ml): 0.3
Path Length: 0.05
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Rysunek 4: Widmo CD wody.

4.3. BestSel

260

Dtugosé optyczna 0.05 cm. Liczba tancuchéw bocznych zgodnie z informacja-
mi zawartymi w sekcji dot. struktury i funkeji badanych biatek. Stezenie molowe
obliczono wykorzystuja¢ masy bialek z UniProt.

5. Wykresy danych

6. Przewidziana struktura

W tabelkach poréwnano udzial struktur drugorzedowych w strukturze biatka
przewidziany przez BestSel i CDSTTR z warto$ciami podanymi przez PDBSums
(podaje informacje o helisach 3-10, natomiast o petlach nie, wiec nie uwzgled-
niono tej wwartosci w tabelkach).

6.1. Lizozym
Struktura drugorzedowa | CDSSTR | BestSel | PDBSums
a-helisy 54 % 39 % 30.2 %
B-arkusze 8 % 2.5 % 6.2 %
zZwroty 20 % 13.6 % -
inne 18 % 44.8 % 52.7 %
6.2. BSA
Struktura drugorzedowa | CDSSTR | BestSel | PDBSums
a-helisy 57 % 458 % 69.4 %
B-arkusze 9% 11 % 0%
zwroty 13 % 11.6 % -
inne 22 % 315 % 27.5 %
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Rysunek 5: Widma CD lizozymu, przed i po odjeciu widma wody oraz po wy-
gtadzeniu.
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Rysunek 6: Widma CD BSA, przed i po odjeciu widma wody.
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Rysunek 7: Widma CD g-laktoglobuliny, przed i po odjeciu widma wody, oraz
po wygladzeniu.
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Rysunek 8: Poréwnanie dopasowania CDSSTR i BestSel z danymi eksperymen-
talnymi.
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Rysunek 9: Poréwnanie dopasowania CDSSTR i BestSel z danymi eksperymen-
talnymi.

6.3. p-laktoglobulina

Struktura drugorzedowa | CDSSTR | BestSel | PDBSums
a-helisy 7% 7.2 % 8.6 %
B-arkusze 39 % 36.8 % 44.7 %
zwroty 23 % 13.1 % -
inne 31 % 429 % 40.8 %

7. Dyskusja

Pomiar i interpretacja widma CD pozwala na oszacowanie udzialu okreslo-
nych struktur drugorzedowych w ogolnej strukturze biatka. Na podstawie uzy-
skanych wartosci i poréwnania z danymi z PDB mozna stwierdzi¢, ze metoda nie
jest zbyt precyzyjna, i pozwala okresli¢ udziatl struktur drugorzedowych tylko
z grubsza. przyktadowo, w przypadku BSA zar6wno BestSel jak i DichroWeb
podaja ok. 10 % fS-arkuszy natomiast faktyczna struktura jest ich pozbawiona.

BestSel zwraca dobre dopasowanie do danych eksperymentalnych, natomiast
w przypadku Lizozymu i p-laktoglobuliny dopasowanie CDSSTR wyraznie od-
staje. Krzywe tych dopasowan wydaja sie by¢ przeskalowane (taki sam ksztalt
jak dopasowanie BestSel ale zmniejszony zakres wartosci).
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B-laktoglobulina

e 4 —— Dane eksperymentalne
Dopasowanie BestSel
—— Dopasowanie CDSSTR
o -
w
<]
o
0w

190 200 210 220 230 240 250

diugosé fali (nm)

Rysunek 10: Poréwnanie dopasowania CDSSTR i BestSel z danymi ekspery-
mentalnymi.
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