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BIALKO WIAZACE RYBOFLAWINE Z JAJ KURZYCH
— STRUKTURA BIALKA I MECHANIZM WIAZANIA
LIGANDU

CHICKEN EGG RIBOFLAVIN-BINDING PROTEIN -
PROTEIN STRUCTURE AND LIGAND-BINDING MECHANISM

Andrzej KOZIK

Zaktad Biochemii Analitycznej, Instytut Biologii Molekulame;j,
Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Streszczenie: Biatko, wigzace ryboflawing z jaj kurzych, rozpuszczalne biatko o funkcji transportowe;j,
a zarazem stosunkowo prosta flawoproteina, jest intensywnie badane pod wzglgdem struktury czasteczki
biatka oraz fizykochemicznego mechanizmu oddziatywania biatko-ligand. W niniejszym artykule przed-
stawiono postgp tych badan w ciggu ostatnich kilkunastu lat, poczawszy od okreslenia struktury
pierwszorzgdowej tego biatka. Wykazuje ono wysoki stopieri homologii z biatkami wigzacymi kwas
foliowy, a jego makroczgsteczka ma unikalng strukture trzeciorzedowy, z dwiema domenami: silnie
spigty mostkami dwusiarczkowymi domeng wigzycy ligand oraz odrgbnym motywem ufosforylowanym,
odpowiedzialnym za transport biatka do oocytu. Czasteczka ryboflawiny wiaze si¢ w hydrofobowe;j
kieszeni makroczysteczki; uktad izoalloksazyny obtozony jest z obu stron przez reszty tryptofanu-156
oraz tyrozyny-75, a rybitolowy taricuch boczny zakotwiczony jest licznymi wigzaniami wodorowymi.
W najnowszych badaniach ostatecznie ustalono struktur¢ sktadnika cukrowego oraz przedstawiono
ogolne cechy procesu faldowania struktury natywnej tego biatka.

(Postepy Biologii Komérki 2001; supl. 16: 183-198)

Stowa kluczowe: transport ryboflawiny, fatldowanie biatek, biatka wigzace kwas foliowy

Summary: The structure and ligand-protein interaction of chicken egg riboflavin-binding protein, a
representative transport protein and simple flavoprotein, is extensively studied. This work reviews the
current progress of this field over last fifteen years, starting from the study establishing the protein primary
structure. This protein is highly homologous to the folate-binding proteins and forms a unique fold,
consisting of two domains: a ligand-binding domain cross-linked with multiple disulphide bridges and
a separate phosphorylated motif which is responsible for protein transport to the oocyte. Riboflavin is
bound into a hydrophobic pocket, the izoalloxazine rings stacked in between tryptophan-156 and
tyrosine-75 and the rybityl chain anchored with multiple hydrogen bonds. Recent studies specified the
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structure of the oligosaccharide moiety and presented general pathways of the protein folding.
(Advances in Cell Biology 2001, suppl. 16: 183-198)

Key words: nboflavin transport, protein folding, folate-binding proteins

WSTEP

Aktywacja biologiczna ryboflawiny (witaminy B,) polega na jej przeksztaiceniu
w koenzymy flawinowe, FMN i FAD. Wchodza one w skiad licznych oksydoreduktaz,
z ktérych wiele ma kluczowe znaczenie w metabolizmie komdrki. Natomiast biatka,
ktére wiaza nieufosforylowang ryboflawine, nie sa enzymami. Zadaniem wigkszosci
z nich jest kontrola podazy ryboflawiny dla enzyméw aktywacyjnych (flawokinazy
i syntetazy FAD) poprzez udziat w procesach transportu, retencji lub magazynowania
tej witaminy.

Najwazniejsze grupy takich biatlek wigzacych ryboflawing (RfBP):

- wchodza w sktad uktadéw transportu ryboflawiny przez btony plazmatyczne

wielu typéw komérek prokariotycznych i eukariotycznych,

- przytrzymuja ryboflawing w ptynach ustrojowych, opéZniajac jej wydalanie
przez nerki; w osoczu funkcj¢ t¢ petnia albumina oraz globuliny wiazace
ryboflawine [16, 48],

- biorg udzial w procesach transportu, retencji i magazynowania ryboflawiny
istotnych dla fizjologii rozrodu zwierzat:

- ulegaja akumulacji w kompleksie z ryboflawinag w hemolimfie larw owadow
tuz przed faza przepoczwarczania (pewne biatka z grupy heksameryn [6, 23,
28, 29, 35, 40, 41]),

- wystepuja w jajach ptakéw i pojawiajg si¢ w osoczu krwi samic w okresie
lggowym [17] (schemat ten dotyczy zapewne wszystkich krggowcéw jajorod-
nych [1, 2, 12, 24, 44)),

- pojawiaja si¢ w osoczu krwi samic ssakéw w stanie ciazy [3, 31, 32, 33, 38,
47].

Zdecydowanie najszerzej badane byly do tej pory ptasie RfBP. Na rysunku 1

schematycznie zilustrowano ich wystgpowanie i konkretne funkcje.

Niniejszy artykut po§wigcony jest wyraznie wyodrgbnionemu nurtowi badan stru-
ktury RfBP z jaj kurzych oraz mechanizmu oddziatywania tego biatka z ryboflawina.
Intensywnos$¢ tego kierunku, rozpoczgtego na przetomie lat szesédziesiatych i sie-
demdziesiatych, nadata RfBP status modelowe}, jednej z najlepiej w tych aspektach
scharakteryzowanej flawoproteiny. W tabeli 1 przedstawiono giéwne fazy fizy-
kochemicznych badar nad RfBP. Do poczatku lat osiemdziesiatych struktura same;j
czasteczki biatka byta stabo poznana, natomiast badania stanu zwiazanej z biatkiem
ryboflawiny przy zastosowaniu calej gamy rozmaitych metod spektroskopowych,
zmian konformacji biatka towarzyszacych wiazaniu ligandu, wptywu chemicznej
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RYSUNEK 1. Schemat ilustrujacy pochodzenie, wystgpowanie i funkcje ptasich biatek wiazycych
ryboflawing (RfBP)

TABELA 1. Fazy fizykochemicznych badar nad biatkiem wiazacym ryboflawing z jaj kurzych

(RfBP)

Rok/lata Kierunek badari/osiagnigcie Reprezentatywne publikacje
oryginalne lub (*) artykut
przegladowy

1959 Izolacia RfBP z bialka jaj kurzych [17]*

od 1970 Badanie RfBP i jego kompleksu z ryboflawing |[17]*

metodami spektroskopowymi

1978-1982 |Kulminacja badarn z zastosowaniem metod [17]*

chemicznej modyfikacji obu oddziatujacych
partneréw: szczegétowy model chemiczny miejsca
wigzacego ryboflawing

1984-1988 |Analiza sekwencji RfBP [13, 14, 34, 50]

1984 Krystalizacja RfBP [49]

1992-1993 [Analiza sekwencji skladnika oligosacharydowego|[39, 45]

1996 Otrzymanie rekombinantowego RfBP [42]

1997 Struktura tréjwymiarowa (z rozdzielczoscia 2,5 A) [30]

krystalicznego RfBP
1992-1998 |Badania procesu faldowania czasteczki RfBP [26, 46]
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modyfikacji czasteczki biatka na jego aktywno$¢ wiazaca oraz powinowactwa biatka
do imponujacej liczby syntetycznych analogéw strukturalnych ryboflawiny dopro-
wadzity do wyrafinowanej koncepcji struktury chemicznej centrum wigzacego ligand.
Oweczesny stan badarn nad RfBP podsumowano w innym artykule przegladowym
[17]. Chociaz wymienione podejScia metodyczne sy kontynuowane [7, 10, 15, 19]
1 nadal dostarczaja szczegétowych informacji o mechanizmie oddziatywania biat-
ko-ligand w tym ukiadzie, w niniejszej pracy nakreslono obraz, uzyskany wspot-
czesnymi metodami strukturalno-chemicznymi, ktory zaczat si¢ wylaniaé z chwila
oznaczenia petnej sekwencji aminokwasowe;j taricucha polipeptydowego RfBP [13],
a przypieczgtowany zostal wraz z okresleniem struktury przestrzennej tego biatka
(30].

I. PODSTAWOWE INFORMACJE
O STRUKTURZE CZASTECZKI RfBP

Prekursor RfBP, kodowany przez pojedynczy gen rd [11, 22, 50], syntetyzowany
jest w watrobie i jajowodzie. Biatko to podlega nastgpnie kilku rodzajom potrans-
lacyjnej modyfikacji:

- w wyniku ograniczonej proteolizy nastgpuje odcigcie 17-aminokwasowego
peptydu sygnatowego od N-korica oraz, co juz nie jest typowe, dwdch reszt
argininy od C-korica; dojrzate RfBP osocza oraz biatka jaja sktada si¢ z 219
aminokwasdw, a masa czysteczkowa czesci peptydowej wynosi 29,2 kDa [ 13,
34],

~  nastepuje intensywne usieciowanie czasteczki poprzez utworzenie 9 mostkow
dwusiarczkowych [14, 17],

- czasteczka jest glikozylowana w dwdéch punktach, Asn-36i Asn-147; sktadnik
oligosacharydowy RfBP z biatka znacznie rézni si¢ od zasadniczo identycz-
nych sktadnikéw cukrowych RfBP z osocza i z6ttka [5],

- na odcinku C-koricowym, migdzy Ser-186 a Ser-197, 8 reszt seryny ulega
fosforylacji {8, 27],

- w trakcie transportu lub dojrzewania RfBP z6ttkowego nastepuje proteolity-
czne odciecie od C-korica 11-13 aminokwaséw [34].

II. STRUKTURA LANCUCHA POLIPEPTYDOWEGO RfBP

1. Struktura pierwszorzgdowa

Zgodnie z wcze$niejszymi badaniami genetycznymi, dowodzacymi, ze wszystkie
trzy RfBP w obrebie jednego gatunku ptaka sa kodowane przez ten sam gen, se-
kwencja aminokwaséw tancucha polipetydowego RfBP z biatka jaj kurzych jest
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CHO-147

RYSUNEK 3. Wst¢gowy diagram struktury trzeciorzgdow)
bialka wigzycego ryboflawing z jaj kurzych (RtBP). Zaznaczono
polozenic czysteczki ryboflawiny oraz punkty glikozylacji (re-
produkowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i
autora)

42
A
34
NH2
d 176 E 183
P PP
p
210 202 P
P PP
F
COOH

RYSUNEK 4. Topologia struktury drugorzgdowej w czysteczce
RfBP. Cylindry symbolizujy a-helisy, a strzatki - odcinki two-
rzgce B-kartkg (reprodukowanc z [30] za zezwolcniem Oxford
University Press 1 autora)

taka sama jak RfBP z osocza,
natomiast po odliczeniu 13
aminokwaséw C-korficowych
rowniez RfBP zéttkowego
[34]. O stopniu podobieristwa
struktury pierwszorzgdowe;j
biatek wigzacych ryboflawing
migdzy réznymi gromadami
krggowcow uczy pordwnanie
z sekwencjy RfBP z jaj z6twia
Trionyx sinensis japonicus
[12]: 71% identycznosci z ku-
rzym R{BP lub z watroby ro-
puchy Scaphiopus couchii
[44]: 50% identycznosci. Co
najbardziej jednak interesuja-
ce, RfBP tworzy jedny rodzi-
ng strukturalng nie z jakgkol-
wiek grupy innych flawopro-
tein, lecz z biatkami wigzgy-
cymi kwas foliowy (FBP) 30,
50]. Narysunku 2 zilustrowa-
no homologi¢ struktury pier-
wszorzgdowej RfBP z jaj
kurzych i FBP z mleka kro-
wiego i komorek ludzkiego to-
zyska [30]. Na $cisle homo-
logicznych odcinkach (reszty
5-172) sekwencji poréwny-
wanych biatek, ponad 30%
aminokwasoéw jest identycz-
nych. Warto jednak zwrdcic
od razu uwagg, ze brak jest
znaczace) homologii migdzy
RfBPiFBP naprawie 50-ami-
nokwasowym odcinku C-kon-
cowym.



BIALKO WIAZACE RYBOFLAWINE 189

2. Struktura przestrzenna
czasteczki RfBP

Plan struktury trzeciorze-
dowe;j taricucha polipeptydo-
wego RfBP z jaj kurzych [30]
przedstawiono na rysunku 3.
Najwazniejsze cechy tej ma-
kroczasteczki sq nastgpujace:
1. Jest to monomeryczna cza-

steczka o wymiarach 50 x

40 x 35 A.

2. Zawiera domene wiazaca
ligand, utworzong przez

odcinek taricucha polipep- RYSUNEK 5. Pol Kow d

L ad e . Potozenic mostkow dwusiarczkowych w czyste-
tydowego od N-korica do czce RfBP (reprodukowanc 7 [30] za zezwoleniem Oxtord Uni-
reszty Cys169 oraz pocza-  versity Press i autora)

wszy od tej reszty do C-
korica, motyw silnie ufos-
forylowany.

3. Ma nastepujaca topologie struktur drugorzedowych (rys. 4): 6 helis o, A do F
(obejmujacych 30% reszt aminokwasowych) oraz 4 nieciagte serie struktur B, a do
d (15% reszt aminokwasowych). Helisy B i D sa zatamane. Struktura {3 jest bardzo
skomplikowana, poprzerywana, z najdtuzszym ciagtym fragmentem zawierajacym
zaledwie 5 reszt aminokwasowych.

Arg 126 Arg 126

ser sy e Leu 121

L ot CG“” o D
Ser 50 _.__' =7 Ser 50 o Phe 160

Arg 76 Arg 76
Y‘ 12 92

Ala 9l
Tyr 75

1a 92

RYSUNEK 6. Diagram przestrzenny, ilustrujicy najblizsze otoczenic ryboflawiny przytyczonej do RtBP
(reprodukowane z [30] za zezwolcniem Oxford University Press i autora)
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RYSUNEK 7. Schemat oddzialywar ryboflawiny z resztami aminokwasowymi w centrum wigzgcym w
RtBP (reprodukowane z (30] za zezwoleniem Oxford University Press i autora)

4. Domene wiazaca ligand tworzg helisy A do D oraz cata struktura 3. Domena ta jest
silnie usieciowana o§mioma mostkami dwusiarczkowymi (rys. 5).

5. Motyw ufosforylowany odpowiedzialny jest za transport RfBP do oocytu [21, 43].
Zbudowany jest z helis E i F, potaczonych gigtka petla zawierajaca ciag kwasnych
reszt: Glu oraz ufosforylowanych reszt Ser (struktury petli nie daje si¢ okresli¢
rentgenograficznie). Pojedynczy (dziewiaty z kolei i ostatni) mostek dwusiarczko-
wy zakotwicza helis¢ F w domenie wigzacej ryboflawing.

6. RfBP ma dwa punkty glikozylacji: Asn-36 na poczatku helisy A oraz Asn-147 na
zakrecie helisy D.

7. Miedzy obiema domenami jest miejsce wigzace bursztynian; rola tej ubocznej
aktywnosci wiazacej RfBP nie jest znana.

Czasteczka RfBP stanowi prototyp zupetnie nowej rodziny strukturalnej biatek,
do ktdrej nalezg ponadto biatka wigzace kwas foliowy oraz, zapewne, inne biatka
wigzace ryboflawing. Migdzy RfBP a FBP nalezy spodziewac si¢ duzego podo-
bieristwa domen wiazacych ligand, ale nie C-koricowego fragmentu, warunkujacego
odmienne funkcje biologiczne bialek tej rodziny.
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Tip 124 Trp 124
Trp 120 g Trp 120

Trp 54 Tip 5 w
Trpyl 56 Trpgl 56
RFL RFL M
m106 %rp 106
Tyr 75? Tyr 75?
Tlp% Trp 82&

RYSUNEK 8. Diagram przestrzenny, obrazujycy rozmieszczenie reszt tryptofanu wokét czasteczki
ryboflawiny przylyczonej do RfBP (reprodukowane z [30] za zezwoleniem Oxford University Press i
autora)

3. Wiazanie ryboflawiny

Kieszen wiazaca ryboflawing w czasteczce RfBP[30] ma szeroko$é ok. 20 A,
a glebokos¢ — ok. 15 A. Najblizsze otoczenie zwiazanego ligandu przedstawiono
przestrzennie na rysunku 6. Zwrdcié nalezy uwage przede wszystkim na oddzia-
tywanie stakingowe pierScienia izoalloksazyny z resztami tryptofanu- 156 oraz tyrozy-
ny-75. Pierscien indolowy Trp-156 oktada czg¢$¢ o-ksylenowa tréjpierscieniowego
uktadu dimetyloizoalloksazyny od jednej strony jego plaszczyzny; od strony prze-
ciwnej piersciert fenolowy Tyr-75 oktada czg$c pirymidynowa. Wystgpowanie kom-
plekséw m-m migdzy tryptofanem a ryboflawing w miejscu wiazacym w RfBP,
a nawet przesunigcie centrum tego oddziatywania ku fragmentowi ksylenowemu,
przewidywano z licznych wczesniejszych badan z zastosowaniem metod spektro-
skopowych oraz chemicznej modyfikacji [17]. Réwniez w zgodnosci z wczesniej-
szymi wyobrazeniami o hydrofobowym charakterze miejsca wigzacego wokét uktadu
izoalloksazyny [17] pozostaje wyraZna koncentracja w tym rejonie kilku silnie hy-
drofobowych reszt aminokwasowych (Tyr-75, Ala-91, Leu-121, Ala-92, Trp-156,
Phe-160, Ile-71). Jak jasniej ilustruje schemat przypuszczalnych oddziatywan ry-
boflawiny zakotwiczonej w centrum wiazacym (rys. 7), grupy hydroksylowe bo-
cznego taricucha rybitolu tworza prawdopodobnie wiazania wodorowe z resztami
Ser-50, Ser-52, Glu-72, Arg-76 i Arg-126. O wystgpowaniu grupy karboksylowej
[17] oraz 1-2 reszt argininy i jej prawdopodobnym oddzialywaniu z grupa kar-
boksylowa [18] w centrum wiazacym ryboflawing wnioskowano z wczesniejszych
badan z zastosowaniem metod chemicznej modyfikacji RfBP. Sam obraz struktury
przestrzennej tancucha RfBP nie daje jednak petnej informacji o wzglednej waznosci
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RYSUNEK 9. Struktura taficuch6éw oligosacharydowych RfBP z zéttka. Podano wzgledny zawarto$¢é
kazdego skladnika (z [45], z modyfikacjami)

poszczegdlnych rodzajéw oddziatywan, tj. ich wkiadzie w catkowita energie wig-
zania. Przyktadowo, mimo duzej liczby potencjalnych wiazan z zaangazowaniem
pierScienia pirymidynowego ryboflawiny (rys. 7), wiadomo oddawna, Ze ten fragment
jest stosunkowo mato istotny i wyeksponowany na zewnatrz, w odréznieniu od
gleboko wchodzacego w kieszen wiazaca i wnoszacego o wiele znaczniejszy wktad
energetyczny fragmentu o-ksylenowego uktadu dimetyloizoalloksazyny [17]. Tlu-
stracja sposobu, w jaki tego rodzaju szczegétowe niesp6jnosci moga byé wyjasnione,
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sa m.in. niedawne badania z zastosowaniem spektroskopii ramanowskiej [19], z
ktérych wynika, ze wiazanie wodorowe z udzialem atomu azotu (3) pier$cienia
pirymidynowego jest stabsze w przypadku oddziatywania zwiazanej ryboflawiny
z biatkiem niz wolnej ryboflawiny z czasteczka wody. Wiazanie to oznacza zatem
raczej destabilizacj¢ niz stabilizacje kompleksu ligand-biatko.

Jak zilustrowano na rysunku 8, nie tylko Trp-156, ale jeszcze cztery z wszystkich
szesciu reszt tryptofanu sa zlokalizowane w poblizu zwiazanej ryboflawiny [30].
Stanowi to przekonywujace wyjasnienie bardzo wcze$nie rozpoznanego zjawiska
wygaszania fluorescencji obu sktadnikéw z chwilg utworzenia kompleksu rybo-
flawina-biatko: petnego wygaszenia fluorescencji ryboflawiny i prawie petnego (w
okoto 85%) wygaszenia wewngtrznej (tj. uwarunkowanej wiasciwosciami reszt tryp-
tofanu) fluorescencji biatka [17]. Za resztkowa fluorescencj¢ holoproteiny mégtby
by¢ zatem odpowiedzialny najbardziej odlegly od zwiazanego ligandu Trp-84.

II. STRUKTURA SKLADNIKA OLIGOSACHARYDOWEGO
RfBP

RfBP z jaj kurzych jest glikoproteina, zawierajaca 14% weglowodandw. Szcze-
gétowa struktura sktadnika cukrowego poznana zostata dopiero w ostatnich latach
[5,20,37,39,45]. Wzér glikozylacji RfBP jest bardzo ztozony: rézne, wieloantenowe
taficuchy oligosacharydowe wystepuja z rézng Srednia czgstoscia, rozmaicie zlo-
kalizowane w poszczegdlnych czasteczkach biatka i o wyraznie réznej dystrybucji
pomigdzy dwoma miejscami glikozylacji: Asp-36 i Asp-147. Pociaga to za soba
heterogeniczno$¢ RfBP: wystgpowanie tego biatka w licznych, mozliwych do wy-
odrgbnienia metodami elektroforetycznymi, izoformach. Stosunkowo najbardziej
przejrzysta jest sytuacja w RfBP z z6ttka [45]; jeden mol tego biatka zawiera
5,8 moli mannozy, 5,1 moli galaktozy, 7,5 moli N-acetyloglukozoaminy, 2,7 moli
kwasu N-acetyloneuraminowego i minimalna zaledwie ilo$¢ fukozy. Strukture ziden-
tyfikowanych taincuchéw oligosacharydowych przedstawiono na rysunku 9, z za-
znaczeniem czgstosci ich wystgpowania. Sa to uktady dwu- i tréjantenowe; tylko
nieliczne z anten nie s zakonczone kwasem sialowym. Skiadnik najczgsciej wy-
stepujacy (48%) to undekasacharyd z dwiema sialowanymi, czterocukrowymi an-
tenami. W taficuchach, zwiazanych z Asn-147 jest wigcej uktadéw tréjantenowych
i mniej sktadnika najczgstszego w poréwnaniu z drugim miejscem glikozylacji.
Struktura czesci cukrowej RfBP zosocza [39] jest bardzo podobna, jesli nie identyczna
jak w RfBP z z6ttka, natomiast w RfBP z biatka [5, 20, 37] — zasadniczo odmienna
o wiele bardziej ztozona. Lancuchy sa bardziej rozgal¢zione, nawet pigcioantenowe,
rzadziej zakonczone reszta kwasu sialowego i znacznie czgsciej posiadajace reszte
fukozy. Poréwnanie dystrybucji taricuchéw pomigdzy oba miejsca glikozylacji wska-
zuje na wigksza ilos¢ tancuchéw silnie rozgatezionych zwiazanych z Asn-147.
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III. BADANIA PROCESU FALDOWANIA EANCUCHA
POLIPEPTYDOWEGO RfBP

Charakterystyka proceséw przyjmowania przez faricuchy polipeptydowe struktury
natywnej (fatdowanie, ang. folding) nalezy do najintensywniejszych aktualnie nurtéw
w badaniach strukturalnych biatek. Z uwagi na wyjatkowo silne usieciowanie dzie-
wigcioma mostkami dwusiarczkowymi, czasteczka RfBP zyskuje status interesu-
jacego modelu dla tego typu badan. Biatko, w ktérym wiazania dwusiarczkowe
nie zostaly naruszone, poddane dziataniu czynnikéw denaturujacych, takich jak
chlorowodorek guanidyny (Gu-HCIl), catkowicie traci cechy struktury trzeciorzg-
dowej i drugorzgdowej, ale odzyskuje je w petni, tak jak i aktywnos$¢ wiazania,
po usunigciu denaturanta [4, 9]. Z badan proceséw denaturacji-renaturacji w funkcji
stezenia Gu-HCl wysnuto przypuszczenie o istnieniu stanu posredniego ze zniszczona
struktura trzeciorzgdowa, lecz zachowanymi elementami struktury drugorzgdowe;j
[4]. Kinetyka renaturacji, badana szybkimi metodami spektroskopowymi stopped-
flow, wskazuje, ze odtworzenie stanu natywnego ze stanu zdenaturowanego odbywa
si¢ w co najmniej czterech etapach, tj. przez trzy stany poSrednie [26]. W pierwszym
znich czasteczka maelementy struktury drugorzedoweji wiaze sonde hydrofobowych
powierzchni tak jak w stanie natywnym, ale jeszcze nie wigze ryboflawiny. W
kolejnych stanach aktywnos¢ wiazania ryboflawiny jest pelna, ale jeszcze zmienia
si¢ ekspozycja reszt tryptofanu, co sugeruje, ze biatko wcigz dopasowuje swoja
strukture trzeciorzgdowa. Czasy potowicznych przejs¢ na tych hipotetycznych eta-
pach wynosza odpowiednio <1,7 ms, 25 ms, 50 s i 60 min. Defosforylacja RfBP
nie zmieniata termodynamiki ani kinetyki renaturacji.

Po redukcji mostkéw dwusiarczkowych, zawartos$¢ struktur drugorzedowych w
czasteczce RfBP obniza si¢ dwukrotnie, sadzac ze zmian widma dichroizmu kotowego
w dalekim nadfiolecie, oraz zwigksza sig, rejestrowana spektrofluorymetrycznie,
ekspozycja reszt tryptofanu [4, 25]. Resztki struktury drugorzedowej oczywiscie
zanikaja po dodatkowej denaturacji. Préby renaturacji-reoksydacji naturalnym ukta-
dem glutation zredukowany-glutation utleniony prowadzity do znaczacego odzysku
aktywnosci wiazania ryboflawiny jedynie w obecnosci wysokich stgzeri znanego
enzymu naprawczego: izomerazy dwusiarczkéw w biatkach [25]. Jednak petne od-
tworzenia zaréwno aktywnosci wiazania, jak i struktury przestrzennej nastgpuje
w trakcie renaturacji-reoksydacji rozpuszczonym tlenem z powietrza [36, 46]. W
tych ostatnich eksperymentach zaobserwowano co najmniej dwa stany posrednie:

- stan nieaktywny, z utlenionymi, ale wciaz ulegajacymi rearanzacji mostkami

dwusiarczkowymi,

- stan w petni aktywny, jednak ze struktura znaczgco rozluzZniona wskutek

niepetnej reoksydacji mostkéw dwusiarczkowych.

W badaniach nad zdenaturowanym i zredukowanym RfBP, wcze$niej zdefo-
sforylowane biatko zachowywalo si¢ tak jak natywne.
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Ostatnio uzyskano rekombinantowe RfBP w uktadzie ekspresyjnym E. coli [36,
42]. Biatko to, solubilizowane z cial inkluzyjnych w obecnosci denaturantéw oraz
czynnikéw redukujacych, odzyskiwato okoto 25% spodziewanej aktywnosci wia-
zania ryboflawiny po renaturacji i reoksydacji tlenem z powietrza [36]. Wniosek
autoréw, ze dowodzi to roli sktadnika cukrowego w wyborze produktywnych drég
w procesie fatdowania, wymagaé bedzie zapewne niejednej weryfikacji.

Niezaleznie jednak od zastosowania w badaniach nad procesami renaturacji,
otrzymanie rekombinantowego RfBP zapewne otworzy nowy rozdziat dalszego po-
znawania struktury tego biatka.

IV. PODSUMOWANIE

W ciagu ostatnich lat nastapit znaczny postgp w badaniach nad struktura RfBP
z jaj kurzych. Znana jest aktualnie struktura przestrzenna taricucha polipeptydowego
oraz struktura sktadnika cukrowego tej fosfoglikoproteiny. Intensywnie badane sa
procesy odzyskiwania struktury natywnej RfBP po rozfatdowaniu (denaturacji). W
potaczeniu z weze$niejszymi, licznymi badaniami nad mechanizmem oddziatywania
biatko-ligand, nagromadzona wiedza powinna wkrétce postawi¢ RfBP w rzedzie
najlepiej strukturalnie poznanych rozpuszczalnych bialek transportujacych.
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