Meddel¢ne interakcije v vodnih raztopinah globularnih proteinov

Proteini so najpogostejSe biomakromolekule v celicah, kjer igrajo klju¢no vlogo v prakti¢no
vsakem bioloskem procesu. Proteini lahko pravilno opravljajo svojo funkcijo le ¢e ostanejo v
svoji stabilni (nativni) obliki. V pri¢ujo¢em delu smo proucevali vpliv meddel¢nih interakcij
na fazno stabilnost nekaterih globularnih proteinov, z glavnim poudarkom na jajénem
lizocimu (HEWL). V prvem delu smo raziskali fazno stabilnost HEWL v 10 razli¢nih
pufrskih raztopinah z merjenjem njihove temperature zmotnitve. Ugotovili smo, da je fazna
stabilnost raztopin HEWL moc¢no odvisna od pogojev v raztopini in tudi od izbire pufra, pri
c¢emer rezultati pri pH=7,0 jasno nakazujejo na pufer specificne efekte. Z uporabo
enostavnega modela v okviru Wertheimove perturbacijske teorije smo lahko napovedali
koeksisten¢ne krivulje kapljevina-kapljevina za HEWL v pufrih pri pH=7,0, ki se ujemajo z
nasimi eksperimentalnimi rezultati. Z uporabo modela v kombinaciji z eksperimentalno
doloc¢enima B,; in kp smo ugotovili tudi kaksen je vpliv pufrov na medproteinske interakcije
pri pH=7,0. V drugem delu smo proucili kako razli¢ni pogoji v raztopini vplivajo na in vitro
fibrilizacijo HEWL. Prisotnost amiloidnih fibril smo spremljali z visoko amiloidofilnima
barviloma thioflavin T in Congo rdece, kakor tudi z merjenjem spektrov cirkularnega
dikroizma (CD). Opazili smo, da HEWL fibrilizira zgolj pod specifi¢nimi pogoji v raztopini.
Dokazali smo, da sencenje elektrostatskih interakcij igra pomembno, a ne klju¢no, vlogo v
procesu fibrilizacije. Poleg tega smo uspeli z dodatkom inertnega polimera, PEG12000,
prepreciti nastanek fibril HEWL v visoko amiloidogeni raztopini. V tretjem delu smo
optimizirali ekspresijo psevdo-divjega tipa lizocima T4 (WT¥*) in njegove tockovne mutante
L991*. Ugotovili smo, da je pri enakih pogojih v raztopini fazna stabilnost lizocima T4 visja
od tiste za HEWL. Dodatno smo pokazali, da je protein T4 WT* konformacijsko stabilne;jsi
od svoje tockovne mutante. Na koncu smo izvedli Stevilne atomisti¢ne simulacije vodnih
raztopin HEWL, T4 WT* in ¢loveSkega y-D kristalina z uporabo molekulske dinamike.
Izracunali smo fluktuacije v gostoti proteinov, ki so pokazale izrazite s proteini bogate in
osiromaSene regije v primeru vseh raztopin z visoko vsebnostjo proteinov. Narava
samozdruZevanja proteinov se je izkazala za delno reverzibilno, Se posebej v raztopinah blizu
eksperimentalno dolo¢enih pogojev fazne separacije. Temeljita analiza simulacij in interakcij
med aminokislinami med vsemi pari proteinov nam je omogocila dolo¢itev najpomembnejSih
parov aminokislina-aminokislina, kakor tudi posameznih aminokislin, ki so odgovorne za
tvorbo tesnih zacetnih kontaktov med proteini. Za tako HEWL kot y-D kristalin smo odkrili,
da je prevladujoca aminokislina arginin, ki se povezuje predvsem s partnerji, sposobnimi
tvorbe vodikovih vezi in solnih mostickov. Medtem, ko je v primeru T4 WT* vloga iniciacije
samozdruZevanja proteinov pripadla lizinu. Proucili pa smo tudi difuzijske lastnosti in
hidratacijo simuliranih proteinov.



