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f a e t o r f o r f l u o r e s e e n e e , 5 0 t h e s P e e t r a l s h i f t i n s t e a d o f

t h e e h a n g e o f f l u o r e s e e n e e i n t e n s i t y w a s a n a ly z e d b y a

s e n s i t i v e m e t h o d r e p o r t e d [ 15 ]
.

s i n e e t h e s p e e t r a l s h i f t

e a u s e s t h e f l u o r e s e e n e e i n t e n s i t y t o e h a n g e o p p o s i t e l y

m o s t i n t w o s t e e P r e g io n s ,

P a r t i e u l a r l y a t 32 0 n m a n d

3 6 5 n m
,

t h e f r a e t io n o f 1 32。 / 1 3 6 5 c a n b e S e n s i t iv e l y

in d i e a t iv e o f t h e s p e e t r a l s h i f t
.

I n t h e a b s e n e e o f

D T T
,

t h e v a lu e o f 1 32 0 / 13 65 d e e r e a s e d w i t h t e m p e r a -

t u r e s lo w ly g o i n g u p f r o m 2 5 t o 4 5 ℃ w i t h a n a lm o s t

e o n s t a n t r e g i o n ( 3 5 一 4 5 ℃ )
, r a p id ly for m 4 5 t o

60 ℃
,

an d a b ur p t ly f
omr

6 0 ot 6 5 ℃ ( iF g
.

2 ( c )
,

1 )
.

H o w e v e r ,

in t h e p r e s e n e e o f 1 m m o l/ L D T T
,

t h e

v a l u e o f 1 3 20 / 1 3 65 d e e r e a s e s w i t h t e m p e r a t u r e m u e h

f a s t e r f r o m 2 5 t o 6 0 ℃
, a n d e s p e e ia ll y

,
t h e e o n s t a n t

r e g io n d i s a p p e a r e d ( F ig
.

2 ( e )
,

2 )
.

I n t h e a b s e n e e o f D T T
,

t h e t h e r m o g r a m o f D S C

f o r s p in a e h r u b is e o s h o w e d o n e a p p r o x im a t iv e ly
s y m

-

m e t r ie a l e n d o t h e r m p e a k ( F ig
.

3
,

l )
.

T h i s 15 a lm o s t

t h e s a m e a s p r e v io u s l y r e p o r t e d [ 6 一 9 〕
.

( ) n t h e e o n -

t r a巧
,

D S C g a v e a d i f f e r e n t t h e r m o g r a m f o r s p i n a e h

r u b i s e o i n t h e p r e s e n e e o f 3 m m o l / I
J

D T T ( F i g
.

3
,

2 )
.

A l t h o u g h t h e m a i n e n d o t h e r m p e a k w a s p r im a r il y

u n e h a n g e d
, a s l o w li q u i d a t i o n p r o e e s s o e e u r r e d f r o m

4 5 t o 6 0 ℃
.

1
.

6

1
.

5

1
.

4
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7 0

w
i t h

a
h e a t i n g r a t e o f 0

.

5 ℃ / n i l n
.

; ( 2 ) i n t h e p r e s e n e e o f 3 m m o l/ I

2 5 ℃ (a )

F ig
.

3
.

D S C t h
e r

m o g r a
m

s

( 1 ) I n t h e a b s e n e e o f l )T T

D T I
, .

2
.

4 A e t i v i t y a s s a y

W i th 0 U t D T T

3
.

0 3 3 3
.

6 3
.

9

W a v e le n
gt h

W i t h D T T

000000nUO,了̀Où14
,,勺ùl

它吕己已渭二豁à公ō
的u。lul

3刃 3 3

( X lX()
n m )

3石 3
.

9

R u b is e o a e t iv it y e a n b e e x P r e s s e d a s t h e r a t e o f

R u B P e o n s u m p t io n
.

R u B P h a s a n a b so
r p t io n p e a k a t

2 8 0 n m w i t h a n e x t i n e t i o n f a e t o r o f a b o u t 5 0 e m / m o l
,

a n d t h is p r o p e r t y e a n b e e m p lo y e d t o d e t e r m i n e r u b i s
-

e o a e t iv i t y b y e o n t i n u o u s l y m e a s u r i n g t h e a b s o r b a n e e

d e e r e a s e o f t h e r e a e t i o n s y s t e m a t 2 5 0 n m [ 1 4 ]
.

H e r e

t h e a e t i v i t y 15 d i r e e t l y e x p r e s s e d a s t h e e h a n g e r a t e o f

t h e a b s o r b a n e e in t h e f i r s t t h r e e m i n u t e s
.

I f t h e a e t i v
-

i t y o f c o n t r o l ( n o t h e a t
一
t r e a t e d ) 15 d e f i n e d a S I

,
t h e n

t h e r e s t o r e d a e t iv i t y f o r h e a t e d r u b is e o 15 a f r a e t i o n o f

e o n t r o l
.

T h e p lo t s o f t h e f r a e t io n s a g a i n s t t e m p e r a -

t u r e s h o w t h a t t h e a e t i v i t y 10 5 5 r a t e o f t h e h e a t e d r u -

b i s e o i n t h e p r e s e n e e o f D T T w a s m u e h h i g h e r t h a n

t h a t i n t h e a b s e n e e o f D T T w h e n t h e t e m p e r a t u r e e x -

e e e d e d 4 5 ℃ ( F i g
.

4 )
.

23ID夕名11711000

份聋、
。
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2
.

5 S D S e l e e t r o p h o r e s i s

eT mP
e

art
u er (℃ )

F ig
.

2
.

F luo
r e s e e n e e s p e e t r a e x e i t e d a t 2 9 5 n m a t d i f f e r e n t t e m

-

p e r a t u r e s f or m 2 5 t o 8 0 ℃ w i t h a s t e p o f s ℃
.

( a ) I n t h e a bs e n e e

o f D l丫f ; ( b ) i n t h e p r e s e n e e o f 1 m mo l / L D T 】
、

; ( 。 ) s p e e t r a l s h i f t s

b y p l o t t i n g 1 3 2 0 / 1 36 5 a g a i n s t t e m p e r a t u er
.

T h e r e s u l t s o f 5 1〕5 p o l y a e r y l a nr i d e g e l e l e e -

t or P h o r e s i s f o r t h e h e a t
一

t r e a t e d r u b is e o i n t h e a b s e n e e

o r p r e s e n e e o f D T T a r e s h o w n i n F ig
.

5
.

W h e n t h e

s a m p le s d i d n o t e o n t a i n D T T ( F i g
.

5 ( a ) )
,

t h e b a n d s

f o r t h e s m a l l s u b u n i t s o f s P i n a e h r u b is e o w e r e e l e a r

a n d u n i f o r m f r o m 3 5 t o 7 0 ℃
.

T h i s d e m o n s t r a t e d
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4
.

R e s t o r a t ;o n o f
r u

b
: s e o h

e a t t r e a t e
d

I n t h
e a

b
s e n e。

( l ) 。 r

p r e s e n e e ( 2 )
o f 1

.

5 m m o l/ 1 D T T
.

lA l
a s s a y s w e r e r e p e a t e d t h r e e

t l】 l l e s
.

t h a t t h e s m a l l s u b u n it s w a s n o t i n v o lv e d in f o r m
l n g

d i s u lf i d e b o n d s a n d w e r e e a s i l y d i s s o e ia t e d in t o

m o n o m e r s b y SD S
.

B u t t h e b a n d s f o r t h e l a r g e s u b
-

u n it s g r a d u a l l y g o t f a in t f r o m 4 5 ℃ a n d v a n l s h e d a t

7 0 ℃
.

In a d d it io n ,
t h e b a n d s t h a t s h o u ld b e t h e

p o l y m
e r s o f la r g e s u b u n i t s g o t g r a d u a l ly t h i e k f r o m 4 5

t o 7 0 ℃ a t t h e i n t e r f a e e b e t w e e n t h
e a e e u m u l a t i n g

a n d s e p a r a t i n g g e ls
.

W h e n t h e s a m p le s e o n t a in e d

1
.

5 m m o l / L D T T ( F ig
.

5 ( b ) )
, t h e b a n d s f o r t h e

la
r
g e a n d s m a l l s u b u n i t s w e r e e l e a r a n d u n if o r m f r o m

2 5 t o 7 0 ℃
, a n d t h e r e w e r e n o t a n y b a n d s a t t h e i n

-

t e r f a e e b e t w e e n t h e a e e u m u la t in g a n d s e p a r a t i n g

g e l s
.
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1 9〕 e a n b e e s t im a t e d
.

T h e r a t io o f m o la r

v a n ’
t H o f f e n t h a lp y t o m o l a r e a lo r im e t r i e e n t h a lp y 15

u s u a l ly i n d i e a t i v e o f t h e e o o p e r a t i v i t y o f a n i n v e s t ig a t
-

e d o bi e e t
.

I f t h e r a t io 15 1
,

t h e e o o p e r a t i v e i n t e r a e t i o n

e x t e n d s t o t h e e n t ir e p r o t e i n m o l e e u l e ; if
s
m a ll e

r t h a n

1
,

t h e s y s t e m
一

d e f i n e d e o o p e r a t i v e u n i t w il l b e s m a ll e r

t h a n t h e u n i t d e f i n e d b y t h e r e s e a r e h e r t o e a le u l a t e

t h e e a l o r im e t r i e e n t h a lP y ; i f la
r
g e r t h a n l

,
t h e e o n -

v e r s e o e e u r s t o i n d i e a t e a n i n t e r m o l e e u la r i n t e r a e -

t i o n 仁2 0 ]
.

T h e D s e t h e r m o g r a m s f o
r s o n i e p l a n t r u b i s

-

e o s h o w e d o n l y o n e e n d o t h e r m a l p e a k a n d s u g g e s t e
d

a n i r r e v e r s i b le t w o 一 s t a t e d e n a t u r a t i o n d u e t o t h e h i g h
e o o p e r a t iv i t y w i t h i n a r u b is e o m o l e e u一e [6 一 9 ]

.

I n g e n -

e r a l
,

h y d r o p h o b i e i n t e r a e t io n ,

h y d or g e n b o n d
, a n d

l主g a n d e d i n t e r f a e e a r e m a i n co n r r i b u t主o n s t o t h e e
oo p

-

e r a t i v i t y o f p r o t e in f o l d i n g / u n f o l d i n g [ 1 1 ]
.

R u b i s e o

e o n t a i n s a b u n d a n t a r o m a t i e r e s i d u e s ,

f o r e x a m p l e
,

t h e r e a r e 2 1 6 P h e ,

2 3 2 T y r , a n d 9 6 T r P i n e a e h

m o l e e u le o f
s p i n a e h

r u b i s e o
.

T h e a r o m a t ie r e s i d u e s

e a n p r o v i d e m o r e h y d r o p h o b ie i n t e r
f a e e s a n d h y d or

-

g e n b o n d s t h a n o t h e r r e s i d u e s , a n d 5 0 m a y b e o n e o f

t h e f a e t o r s t h a t e o n t r i b u t e t o t h e h i g h e o o P e r a t i v i t y

d u r i n g t h e t h e r m a l u n f o l d i n g
.

I n a d d i t io n , r u b i s e o a l
-

5 0 e o n t a i n s a b u n d a n t e y s t e i n e r e s i d u e s w i t h f r e e s u l
-

p h y d r y l g or
u p s ( 10 4 C y s i n e a e h m o le e u le o f s p in a e h

r u b i s e o )
.

E e k a r
d t e t a l

.

r e p o r t e d t h a t t h e h e a r一 i n
-

d u e e d a e t i v i t y 10 5 5 o f r u b is e o in t h e a b s e n e e o f D T T

w a s m o r e s e n s it i v e t h a n t h a t i n t h e p r e s e n e e o f

D T T [2 1 〕
.

A l s o S d n e h e z d e
J im 亡n e z e t a l

.

d e s e r i b e d

t h a t t h e s u l p h y d
r y l r e a e t iv i t y w i t h s

,

5
` 一

d i t h i o b is
一

2
-

n i t r o b e n z o i e a e i d ( D T N B ) f o r n a t i v e r u b i s e o w a s

h i g h e r t h a n t h a t f o
r
h e a t

一

i n a e t iv a t e d r u b i s e o 〔2 2 ]
.

F u r -

t h e r m o r e ,
t h e m u t a t i o n o f C 1 7 2 5 i n t h e l a r g e s u b u n it

d e e r e a s e d t h e t h e r nr a l s t a b i l i t y o f t h e g r e e n a lg a r u b i s
-

e o [ 23 J
.

A s s u e h
, a q u e s t io n 15 w h e t h e r t h e f o r m a t io n

o f d i s u lf i d e b o n d s e a n e o n t r i b u t e t o t h e e o o p e r a t iv i t y

d u r i n g t h e r m a l u n f o ld i n g o f r u b is e o
.

ùa() 70

几m p e ar t u er (℃ )

F ig
.

5
.

s D s
一

P A E G ( 1 2 % ) f o : : u
b

l s e 〔 ,
( 0

.

1 m g / m x )
.

(
L

)

H e a t i n g S D S ;
( b ) D T T h

e a t l n g S D S
.

1
,

t h
e I n t e r f a e e b e t w e e n , h

e

a e e u m u l a t i n g a n d s e p a r a t i n g g e l s ; 2
,

t h
e

l
a r g e s u b u n 一t s ; a n d 3

,
t h e

s
m a l l s t z bu n l t s

3 D IS C U S S i o n s

D if f e r e n t i a l S e a n n i n g c a lo r im e t r y ( D S C ) 15 a p r i
-

m a r y m e t h o d t o s t u d y t h e t h e r m a l k i n e t i e Pr o p e r t y o f

p r o t e in s
.

B y a n a ly s i s o f t h e t h e r m a l k in e t ie p a r a m e -

t e r s f o r p r o t e in t h e r m a l u n f o ld i n g
, t h e e o o p e r a t i v e i n

-

t e r a e t io n a m o n g d o m a i n s [1 6 ]
, s u b u n i t s [ 1 7 )

, a n d

T o a n s w e r t h i s q u e s t io n , e i r e u l a r d i e h r o i s m

( C D )
,

f l u o r e s e e n e e ,

d i f f e r e n t i a l s e a n n i n g e a lo r im e t r y

( D S C )
,

S D S e l e e t r o p h o r e s i s
, a n d a e t i v i t y a s s a y s

w e r e p e r f o r m e d o n t h e t h e r m a l u n f o ld i n g o f
s p i n a e h

r u b i s e o i n t h e a b s e n e e o r p r e s e n e e o f D T T
.

T h e r e -

s u lt s f o r C D s p e e t r a ( F i g
.

1 ) d e m o n s t r a t e t h a t t h e

s e e o n d a r y s t r u e t u r e d i d n o t e h a n g e f r o m 2 5 t o 5 0 ℃
a n d e h a n g e d s li g h t l y f r o m 5 0 t o 6 0 ℃

.

H o w e v e r t h e

r e s u l t s f o r f lu o r e s e e n e e ( F i g
.

2 ) S u g g e s t t h a t t h e t e r -

t i a r y a n d / o r q u a t e r n a r y s t r u e t u r e e h a n g e d p r i o r t o

( 2 5 一 4 5 ℃ ) a n d f a s t e r t h a n ( 4 5 一 6 0 ℃ ) t h e S e e -

o n d a r y s t r u e t u r e
.

I n a d d i t io n ,

f r o m a b o u t 3 5 t o 4 5 ℃

w a s a e o n f o r m a t io n a l e o n s t a n e y
.

T h e D S C t h e r m o -



2 0 0 P ro g r e s s i n Na t u r a l Sc i e砒 e V b l 1 3 N o
.

3 2 0 0 3

g r a m i n t he a b s e n e e o f D T T s h o w s t ha t t h e t r a n s i ti o n

o f r u bi s e o ( F i g
.

3 (a ) ) o n ly c o r r e s p o n d s to t he s ta g e

o f S ha r p C o n f o r m a ti o n a l c ha n g e ( 6 0一 65 ℃
,

F i g S
.

1

a n d Z )
.

T h e r e s u l t s f o r f lu o r e s e e n e e i n t h e p r e s e n e e o f

D T T d e m o n s t r a t e t h a t t h e r n o le e u l a r e o n fo r m a t i o n

e h a n g e d m u e h f a s t e r t h a n i n t h e a b s e n e e o f D T T
, a n d

t h e e o n f o r m a t i o n a l e o n s t a n e y d is a P P e a r e d
.

T h e D S C

t h e r

mo
g r a m i n t h e p r e s e n e e o f D T T ( F i g

.

3 ( b ) )
s h o w s t h a t a s l o w l i q u i d a t i o n p r o e e s s o e e u r r e d f r o m

4 5 t o 6 0 ℃ a lt h o u g h t h e m a i n e n d o t h e r m p e a k w a s

p r im a r i l y u n e h a n g e d
.

In a d d i t i o n ,

w h e n t h e t e m p e r a -

t u r e f o r h e a t i n g r u b i s e o w a s b e t w e e n 2 5 a n d 4 5 ℃

w h e r e b o t h t h e s e e o n d s t r u e t u r e a n d t h e t e r t ia r y o r

q u a t e r n a r y s t r u e t u r e w e r e u n e h a n g e d
,

t h e a e t i v i t y o f

r u b i s e o h e a t e d e i t h e r i n t h e a b s e n e e o r i n t h e p r e s e n e e

o f D T T r e s t o r e d e o m p l e t e ly
.

H o w e v e r ,

w h e n t h e

t e m p e r a t u r e e x e e e d e d 4 5 ℃ w h e r e t h e e o n f o r m a t i o n

e h a n g e d i n e r e a s i n g l y w i t h t h e i n e r e a s e d t e m p e r a t u r e ,

t h e a e t i v it y 10 5 5 r a t e o f t h e h e a t e
口

r u b i s e o i n t h e p r e s -

e n e e o f D T T w a s m u e h h i g h e r t h a n t h a t i n t h e a b
-

s e n e e o f D T T ( F ig
.

4 )
.

A l l t h e r e s u l t s a b o v e S u g g e s t

t h a t d u r i n g t h e t e r t i a r y a n d / o r q u a t e r n a r y s t r u e t u r a l

a l t e r a t io n t h e d im e n s i o n a l p o s i t i o n s o f d o m a i n s a n d / o r

s u b u n i t s m a y p or v i d e t h e p r o b a b i l i t y fo r t h e fo r

am
t i o n

o f s u l f id e b o n d s i n t h e a b s e n e e o f D T T
.

O n t h e e o n -

t r a r y
,

t h e f o r m a t io n o f s u l f i d e b o n d s m a y b e s i g n i f i
-

e a n t l y di s t u r b e d i n t h e p r e s e n e e o f D T T
、

T h e r e s u l t s

o f SD S e le e t r o p h o r e s is f o r h e a t
一

t r e a t e d r u b i s e o i n t h e

a b s e n e e o r P r e s e n e e o f D T T a ls o s u p p o r t t h e a b o v e
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