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Czy stabilizacja kationorodnikéw siarkowych moze wplywaé na funkcjonalnos¢ bialek? Od zwiazkéow
modelowych do rzeczywistych ukladow biologicznych.

Celem przedstawionego ponizej projektu jest zbadanie i zrozumienie wptywu stabilizacji kationorodnikoéw
siarkowych na strukture i stabilno$¢ biatek. Biatka zbudowane sg z setek aminokwasow, dlatego charakterystyka
procesow ich utleniania, zwtaszcza tych szybkich, jest zadaniem skomplikowanym i czasochtonnym.

Wolne rodniki i utleniacze postrzegane sg jako przyczyna wielu stanow chorobowych (m.in. Alzheimera) i
procesOw starzenia. Jednoelektronowe utleniacze (takie jak rodniki hydroksylowe i wzbudzone stany trypletowe
zwigzkoéw aromatycznych) utleniajg w niezwykle krotkich czasach biatka zawierajace resztg metioninowa
tworzac kationorodniki siarkowe Met>S**. Indywidua te szybko ulegaja deprotonacji na atomie wegla
sasiadujgcym z atomem siarki tworzac rodniki weglowe lub ulegaja stabilizacji poprzez utworzenie nietypowych
i egzotycznych wigzan dwucentrowych,trjelektronowych (2¢, 3e) z wolng parg elektronowa atoméw S, N lub O
znajdujacymi si¢ w sgsiedztwie. Zwigzki z wigzaniami (2c, 3e) byly badane przez ostatnie 20 lat, takze przez
grup¢ kierownika projektu. Jednakze w literaturze przedmiotu pojawiajg si¢ nowe prace kwestionujace istnienie
tego typu wigzan lub wykazujace istnienie innych produktow posrednich niz te, proponowane przez autorow
projektu. Dlatego tez bardzo waznym aspektem z naukowego punktu widzenia i dla dalszych badan nad biatkami
jest jednoznaczne i doktadne scharakteryzowanie procesow stabilizacji kationorodnikow siarkowych.

W projekcie tym zamierzamy najpierw przebadac i opisa¢ uktady modelowe, zsyntetyzowane specjalnie
do tego zadania, aby ostatecznie rozwigza¢ kontrowersje zwigzane z pierwszymi etapami reakcji utleniania
zachodzacymi po przeniesieniu elektronu. Krétko zyjace produkty przejsciowe przebadane zostang z
wykorzystaniem czasowo-rozdzielczej laserowej fotolizy btyskowej (LFP) oraz radiolizy impulsowej (PR) z
detekcja optyczng (UV-Vis, Raman) i konduktometryczng. Dzigki tak szybkim metodom badawczym mozemy
$ledzi¢ reakcje krok po kroku w czasach nano- i mikrosekundowych. Uktady modelowe zostaty dobrane w taki
sposob, aby mozliwe bylto tworzenie wigzan (S..S)*, (S--0)* lub (S--N)*. Identyfikacja produktow trwatych z
wykorzystaniem metod chromatograficznych i spektrometrii masowej pozwoli okresli¢ czy istnieje korelacja
pomigdzy utworzonym wigzaniem (2c, 3e) a strukturg produktu trwatego. Wyniki badan uzyskane dla uktadéw
modelowych wykorzystane beda w badaniu bialek zawierajacych od jednej do sze$ciu reszt metioninowych w
Glu specyficznych 1 réznorodnych utozeniach
Met w sekwencji. Jednym z przyktadow
biatek badanych w tym projekcie jest
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Rys. 1. Schemat utleniania MtHPt1 przez rodniki hydroksylowe i

wzbudzony stan trypletowy senzybilizatora 3CB.

fosfotransferaza zawierajaca histydyne
MtHPtl (PDB 3US6) z Medicago
truncatula (rys 1). Biatko to zawiera dwie
metioniny na powierzchni, ktore stanowia
fatwy cel dla utleniaczy i1 rodnikow,
znajdujace si¢ w bliskim sgsiedztwie
lizyny (uktad modelowy S-~N) i kwasu
glutaminowego (model dla tworzenia
S-~0). Zamierzamy takze przeanalizowac
procesy rodnikowe zachodzace w
krétkich  czasach  (nanosekund i
mikrosekund) w biatkach dzigki czasowo
rozdzielczej PR i LFP. Analiza
produktéw trwatych wykonana bedzie z
wykorzystaniem spektrometrii masowej,
metod rentegenowskich, elektroforezy i
ELYSA. Dodatkowo procesy utleniania
opisane beda ilosciowo z
wykorzystaniem hydrolizy
aminokwasowej.



