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Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest porownanie kinetyki tworzenia si¢ barwnego chromoforu w biatku
EGFP zarejestrowanej metodami absorpcyjna 1 emisyjna, a takze wyznaczenie czasOw
charakterystycznych dla obserwowanego procesu.

Wstep

Wilasciwosci absorpcvine i emisvine aminokwasdéw i bialek

Biatka oraz peptydy sktadaja si¢ z 20 podstawowych aminokwasow, ktére poza rola
strukturalng moga by¢ rowniez substratami utleniania komorkowego, neuroprzekaznikami czy
hormonami. Jedynie 3 aminokwasy: fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan, przejawiaja wlasciwosci
absorpcyjne 1 emisyjne w zakresie bliskiego nadfioletu (Rys. 1). Za wlasciwosci te odpowiadaja
wystgpujace w strukturze wymienionych aminokwasdéw pierScienie aromatyczne zawierajace
sprzezony uktad n-elektronowy.
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Phe (F) Rys. 1 Widma absorpcji (A) i emisji fluorescencji (E) aminokwaséw
0.2 aromatycznych w roztworze wodnym pH 7 oraz ich wzory
itz strukturalne. Rysunek z J.R. Lakowicz, 2006.
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WAVELENGTH (1 zalezy od $rodowiska w jakim si¢ znajduje. W zwiazku z

tym moze on odzwierciedla¢ zachodzace w biatku zmiany
konformacyjne, denaturacjg, taczenie si¢ podjednostek czy wiazanie substratu. Daje to takze mozli-
wosci badania funkcji bialek, ich zwijania oraz dynamiki. Ponadto ma on najdalej wysunigte pasmo
absorpcji, dzigki czemu mozna wzbudza¢ go selektywnie, zazwyczaj w zakresie 295-305 nm. Ze
wzgledu na przekrywanie si¢ widm absorpcji i emisji poszczegdlnych aminokwasé6w aromatycz-
nych, moze zachodzi¢ migdzy nimi przeniesienie energii z fenyloalaniny na tyrozyng oraz z tyrozy-
ny na tryptofan. Tryptofan jest takze wrazliwy na wygaszanie fluorescencji, nie tylko przez cza-
steczki roztworu, ale takze we wnetrzu biatka przez inne aminokwasy, np. lizyng lub histydyne, a
takze przez grupy amidowe wiazania peptydowego. Wszystkie te wtasnosci sprawiaja, ze decyduja-
cy wplyw na ksztatt widma absorpcji 1 emisji biatka ma tryptofan, a maksimum absorpcji biatka ob-
serwuje si¢ w 280 nm.



Zwijanie bialek
Proces zwijania biatek jest wciaz mato poznany i trudny do opisania. Wiadomosci na temat

zwijania bialek odnosza si¢ zazwyczaj do niewielkich biatek globularnych lub pojedynczych
globularnych domen biatkowych. Przyjmowanie struktury natywnej przez fancuch polipeptydowy
najprawdopodobniej przebiega wedlug zdefiniowanych $ciezek zwijania tworzacych rozne
mechanizmy. Dwoma najbardziej skrajnymi zachowaniami w zwijaniu bialek sa modele:
szkieletowy (lub ramowy) oraz kolapsu hydrofobowego. Model szkieletowy zaklada gwaltowne
tworzenie lokalnej struktury II-rzedowej, ktéra peini funkcje rusztowania, po czym biatko
przyjmuje strukturg I1I-rzgdowa. W ramach modelu szkieletowego mozna wyrdzni¢ mechanizmy:

e dyfuzyjno-zderzeniowy — najpierw tworzy si¢ struktura II-rzgdowa, ktora nastgpnie poprzez
dyfuzj¢ 1 zderzanie si¢ ze soba tych struktur prowadzi do ich laczenia si¢ i utworzenia
struktury IlI-rzgdowej

e nukleacji — jadro biatka tworzy si¢ wolno, lecz po jego utworzeniu nastgpuje szybkie
strukturyzowanie si¢ wtasciwej konformacji.

Model kolapsu hydrofobowego zaktada, ze w poczatkowym etapie zwijania nastgpuje kolaps
hydrofobowy, czyli gwattowne tworzenie si¢ hydrofobowego jadra (wyrzucane sa z otoczenia
molekuly wody oraz m.in. aminokwasy polarne), a w nastgpnej kolejnosci pojawia sig struktura II-
rzedowa. Zanim biatko zwinie si¢ prawidlowo, mozna zaobserwowac stan nazywany struktura
stopionej globuli (ang. molten globule). Biatko w tej postaci zawiera jadro hydrofobowe oraz
strukture II-rzedowa w utozeniu zblizonym do natywnego. Jesli wystepuje struktura I1I-rzgdowa, to
ma ona charakter dynamiczny. Aby biatko moglto uzyska¢ stan natywny, musi nastapi¢ wiasciwe
upakowanie 1 usztywnienie struktury. Realistyczne zachowanie podczas zwijania biatek jest
posrednie pomigdzy opisanymi modelami.

Zwijanie moze by¢ jedno- lub wieloetapowe. W zwijaniu jednoetapowym nastgpuje bezposrednie
przejsécie od stanu zdenaturowanego (D) do stany natywnego (N) (rys. 2, lewy panel), natomiast w
zwijaniu wieloetapowym wystegpuja dodatkowo stany posrednie, intermediaty (I), ktore wplywaja
na szybkos$¢ zwijania (Rys. 2, prawy panel). Prawdopodobnie intermediaty wystepuja w kazdym
przypadku zwijania, jednak dla bialek zwijajacych sig¢ jednoetapowo intermediaty te sa nieuchwytne
w badaniach, dlatego ze sa nietrwate, wysokoenergetyczne (wystgpuja w lokalnych minimach o
wysokiej energii) 1 nie maja wptywu na szybko$¢ zwijania.
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Rys. 2 Schemat zwijania jednoetapowego (panel lewy) i zwijania wieloetapowego na przyktadzie mutanta GFP — Cycle
3 (panel prawy, za Enoki et al. 2004); D — stan zdenaturowany, N — stan natywny, LXy — intermediaty r6znego rodzaju



Bialko zielonej fluorescenciji

Bialko zielonej fluorescencji (GFP — green fluorescent protein) zostalo odkryte w w latach
60-tych XX w. przez japonskiego naukowca Osamu Shimomura podczas badan nad biatkiem
akworyna. W 2008 r. Osamu Shimomura, Martin Chalfie oraz Roger Y. Tsien otrzymali nagrodg
Nobla w dziedzinie chemii za odkrycie i rozwo6j metod pozwalajacych na zastosowania biatka
zielonej fluorescencji w biotechnologii. GFP naturalnie wystgpuje w meduzie Aequorea victoria i
tworzy z akworyna uktad sprawiajacy, ze zdenerwowana meduza zaczyna §wieci¢. Akworyna, ktora
ma zwiazang kolentrazyng (pigment wystgpujacy w pewnych jamochtonach), pod wptywem
wigzania jonéw wapnia utlenia kolentrazyng do wzbudzonej formy kolentramidu, ktéry powracajac
do stanu podstawowego emituje §wiatto o niebieskiej barwie. Emisja niebieskiego $wiatla nie jest
jednak widoczna, gdyz w ukfadzie akworyna-GFP zachodzi rezonansowe przeniesienie energii
(FRET), ktére powoduje wzbudzenie chromoforu biatka zielonej fluorescencji i emisje o zielonej
barwie.

Bialko zielonej fluorescencji jest nieduzym biatkiem (ok. 27 kDa, 238 aminokwaséw) o
strukturze B-kartkowej tworzacej beczk¢ przykryta pgtlami i helikalnymi fragmentami tancucha
polipeptydowego. W $rodku, wzdluz osi beczki, biegnie o-helisa zawierajaca chromofor
(p—hydroksybenzylidienoimidazolinon), a u jej podstawy znajduje si¢ jedyny w tym biatku
tryptofan (Rys. 3). Odleglo$¢ miedzy pierscieniami chromoforu i tryptofanu wynosi 11-15 A, co
umozliwia transfer energii z aminokwasu na chromofor. Ponadto w swojej strukturze EGFP zawiera
takze 11 tyrozyn 1 12 fenyloalanin oraz 2 cysteiny nie tworzace ze soba mostka disiarczkowego.

Rys. 3 Struktura mutanta F64L/S65T-GFP (lewy panel, PDB 2Y0G) oraz wngtrze B-beczki z chromoforem (z6lty)
i tryptofanem 57 (czerwony) (prawy panel).

W poréwnaniu z typem dzikim biatka zielonej fluorescencji w EGFP wprowadzono leucyng
w miejsce fenyloalaniny 64 i treoning w miejsce seryny 65. Obie te mutacje okazaly si¢ miec
bardzo duze znaczenie dla wydajniejszego zwijania, wzmocnienia intensywnosci fluorescencji oraz
uproszczenia widma absorpcyjnego biatka (Rys. 4). Zwiazane jest to migdzy innymi ze zmiang
stanu jonowego chromoforu, ktory w biatku dzikim wystgpuje zarowno w formie neutralnej, jak i
anionowej, podczas gdy w EGFP praktycznie cala populacja biatka ma chromofor w formie
zjonizowanej. Maksima absorpcji dla biatka EGFP obserwuje si¢: dla aminokwaséw aromatycznych



w 278 nm oraz dla chromoforu w 489 nm. Doswiadczalnie wyznaczone wspotczynniki ekstynkcji w
pH 7,3 wynosza odpowiednio €77 = 21 000 M'cm™ oraz €43 = 38 000 M'cm™ (Seifert et al., 2002).
Maksima emisji obserwuje si¢ w 336 nm dla aminokwasow aromatycznych 1 w 509 nm dla
chromoforu.

Chromofor dla wtGFP powstaje z trzech aminokwasow S65-Y66-G67, czyli seryny,
tyrozyny 1 glicyny. Poprzez wprowadzanie roznych mutacji stwierdzono, ze mutacje w obrgbie
sekwencji chromoforu i w jego poblizu moga zmienia¢ barwe $wiecenia biatka, natomiast by
zachowa¢ wlasciwosci fluorescencyjne konieczne jest pozostawienie glicyny w pozycji 67.
Chromofor tworzy si¢ samoistnie, jednak dopiero po przyjeciu przez bialko struktury natywne;j.
Tylko wtedy wspomniane aminokwasy sa w takim polozeniu, aby mogt zajs¢ szereg reakcji
chemicznych powodujacych powstanie chromoforu (Rys 5). Najpierw wystgpuje cyklizacja
tripeptydu (7. ~3 min.), nastgpnie utlenianie (7, ~37 min.) i dehydratacja (7z ~15 min.). Kolejno$¢
wystapienia dehydratacji i utleniania zalezy od warunkéw srodowiskowych reakcji. Dostepnosé
tlenu jest warunkiem ograniczajacym caly proces dojrzewania chromoforu. Czas utleniania zalezy
takze od budowy danego mutanta i stata czasowa moze wynosi¢ od ~53 min dla wtGFP do ~5,6
min. dla GFPm (S65G/S72A/F99S/M153T/V163A-GFP). W tworzeniu chromoforu biora tez udziat
inne aminokwasy takie jak arginina 96 czy kwas glutaminowy 222 petniace funkcje pomocnicze
poprzez oddziatywania wodorowe lub bedac przekaznikami fadunkow.
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Rys. 4 Widmo wzbudzenia (ciagta linia) i emisji (przerywana linia) typu dzikiego wtGFP (lewy panel) oraz
mutanta F64L/S65T-GFP (prawy panel). Rysunek za R. Y. Tsien 1998, str. 520.
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Rys. 5 Kolejne etapy tworzenia chromoforu w biatku zielonej fluorescencji. Rysunek za T. D. Craggs 2009, str
2870.



Przyktadowy przebieg powstawania chromoforu przedstawiony zostat na Rys. 6. Szczegdlna
uwagg nalezy zwréci¢ na poczatkowe opoznienie we wzroscie sygnalu fluorescencyjnego (ang. lag
phase), ktore zwiazane jest ze zwijaniem biatka. Proces powstawania chromoforu jest dlugotrwaty,
a jego dojrzewanie mozna uzna¢ za zakonczone po ok. 24 h.
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Rys. 6 Przykladowy fluorescencyjny przebieg tworzenia chromoforu biatka EGFP, temperatura pokojowa, pH &,
dtugos¢ fali wzbudzenia Aex = 447 nm, dlugos¢ fali obserwacji Aem = 509 nm. (J. Krasowska et al., 2014)

Metodyv analizy danvch

Do analizy zwijania biatka GFP jak i do procesu tworzenia chromoforu stosowano funkcj¢
multicksponencjalna, ktéra jak do tej pory w sposob najlepszy opisywala obserwowane zjawiska

(Reid and Flynn 1997, Enoki et al. 2004 1 2006, Zhang et al. 2008, Izuka et al. 2011)
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gdzie:

I — intensywnos$¢ sygnatu (sygnat absorpcyjny, emisyjny, dichroizmu kotowego)
A; — amplituda i-tej fazy procesu

7, — czas charakterystyczny i-tej fazy procesu

Ainr — Wyraz wolny

Wielokrotna analiza wykazata, ze wzor ten mozna zmodyfikowa¢ poprzez dodanie prostej np. jesli
pomiar zostaje zakonczony w $rodku trwania jednej z faz procesu lub wystepuje zjawisko
fotowygaszania (tzw. photobleaching)
—t
I= Z Ai-exp(T) +a-t+b

1

)



gdzie:

a — wspolczynnik kierunkowy proste;j

b — wyraz wolny

Nalezy dopasowac¢ 1 wybra¢ najlepiej pasujacy do uzyskanych danych model, po uwzglednieniu
uzyskanych parametréw dopasowan 1 ich niepewnosci oraz analizy odchylen residualnych.

Przebieg ¢wiczenia

Studenci otrzymaja stgzony roztwér biatka EGFP bez chromoforu w 50 mM buforze
fosforanowym z 300 mM NaCl i 6M chlorowodorkiem guanidyny (GdmHCI, czynnik
denaturujacy), pH 8. Zwijanie biatka bedzie polegalo na rozcienczeniu biatkka w 50 mM buforze
fosforanowym z 300 mM NaCl, pH 8, ale bez GAmHCI. Konieczne jest dodanie B-merkaptoetanolu
do stezenia koncowego 14 mM, aby zapobiec tworzeniu si¢ mostkow disiarczkowych. Rozpoczete
w ten sposob zwijane bgdzie monitorowane zardwno absorpcyjnie, jak i fluorescencyjnie.

Pomiary beda przeprowadzane w kuwetach kwarcowych: absorpcyjne o drodze optycznej
10 mm, natomiast fluorescencyjna o drogach optycznych 10 mm i 4 mm, przy czym kuwet¢ ustawia
si¢ krotsza droga optyczna w strong zrédla $wiatla. Mieszanie sktadnikéw bedzie nastgpowato
bezposrednio w kuwetach za pomoca mieszadetka magnetycznego.

Do pomiarow beda uzywane spektrofotometry dwuwiazkowe Cary 100 lub Shimadzu
2401PC oraz spektrofluorymetry Perkin-Elmer LS55 lub Shimadzu RF501PC.

Zadaniem studenta bedzie znalezienie odpowiednich warunkéw zwijania biatka EGFP
takich jak:

e stgzenie biatka w roztworze stgzonym
e stezenie biatka odpowiednie do pomiarow tworzenia chromoforu
o dhugos¢ fali obserwacji w przypadku pomiaréw absorpcyjnych

o dhlugos¢ fali wzbudzenia i obserwacji, szerokosci szczelin oraz czutosci fotopowielacza w
przypadku pomiarow fluorescencyjnych.

Nastgpnie student powinien zarejestrowac kilka przebiegdw tworzenia chromoforu obiema
metodami. Nalezy dokona¢ analizy uzyskanych danych, najlepiej w programie Origin, wyznaczajac
liczbe faz przebiegu, opisujace je czasy charakterystyczne oraz porownaé je zar6wno w ramach
jednej metody, jak 1 migdzy metodami pomiarowymi.

Raport z wykonanego ¢wiczenia

Opis powinien zawiera¢ Wstep z teoretycznym opisem badanego zagadnienia, Materialy i
metody, z ktorych student korzystat w czasie do§wiadczenia, takze w tej czg¢§ci mozna zawrze¢ opis
przebiegu doswiadczenia lub wyodrgbni¢ go w osobnym akapicie. Nastgpnie opis powinien
zawiera¢ Wyniki i dyskusje z prezentacja danych ich analiza i interpretacja. Nalezy pamigta¢ o
podawaniu odpowiednio zaokraglonego wyniku liczbowego wraz z niepewnos$cia oraz o

umieszczeniu na koncu opisu Bibliografii, a takze zatacznikow, jesli student uzna to za konieczne.



Kolokwium wstepne

Warunkiem przystapienia do czgsci eksperymentalnej jest zaliczenie kolokwium wstgpnego.

Wybor sposobu przeprowadzenia kolokwium wstepnego zalezy od prowadzacego ¢wiczenie.

Material z zakresu spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej obowiazujacy w czasie kolokwium

wstgpnego zostal przedstawiony w niniejszej instrukcji, podczas wykladoéw ,,Spektroskopia

Molekularna”, ,,Biologia Molekularna” oraz w umieszczonej na koncu instrukcji bibliografii.

Mozna takze positkowa¢ si¢ nastepujacymi podrecznikami:

Zbigniew Kecki Podstawy spektroskopii molekularnej

Gordon M. Barrow Wstep do spektroskopii molekularnej

pod redakcja Wojciecha Zielinskiego i Andrzeja Rajcy Metody spektroskopowe i ich

zastosowanie do identyfikacji zwiqzkow organicznych

Alfons Kawski Fotoluminescencja roztworow

John A. Baltrop, John D. Coyle Fotochemia podstawy

Joseph R. Lakowicz Principles of fluorescence spectroscopy

Przed kolokwium wstepnym nalezy takze zapoznaé si¢ z publikacja: T. D. Craggs, Green

fluorescent protein: structure, folding and chromophore maturation, Chem. Soc. Rev. 2009, 38,

2865-2875, ktora otrzymaja Panstwo od prowadzacego.

Nalezy posiada¢ wiedzg na temat nastgpujacych zagadnien:

Podstawowe definicje zwiazane z promieniowaniem elektromagnetycznym i pomiarami

spektroskopowymi:

o

o

o

o

o

@)

dtugosc¢ fali, czestos¢ drgania, liczba falowa

intensywnos$¢ promieniowania, ggsto$¢ promieniowania

molowy wspotczynnik absorpcji (ekstynkcji), integralny wspotczynnik absorpcji
stan podstawowy, stan wzbudzony, sila oscylatora

wydajnos$¢ kwantowa emisji

budowa spektrofotometru i spektrofluorymetru

Pomiar emisji promieniowania elektromagnetycznego

@)

o

@)

@)

@)

@)

schematyczne przedstawienie zasady pomiarOw emisji

co rozumiemy pod pojgciem widmo emisji?

co rozumiemy pod pojeciem widmo wzbudzenia?

ilo$ciowy opis emisji (wydajnos¢ kwantowa emisji, jak ja wyznaczy¢?)
czynniki determinujace ksztalt i szeroko$¢ konturu pasma emisyjnego
efekt filtra wewnetrznego

Stany elektronowe czasteczek:

o

o

@)

pojecie orbitali molekularnych, co oznaczaja symbole o, ¢*, wt, ©*, n

diagram stanow elektronowych (So, Si, S, ..., Ty, T»,....) diagram Jablonskiego

mozliwe przejscia absorpcyjne i wzgledne potozenie odpowiadajacych im pasm na skali
czestosci promieniowania elektromagnetycznego



o procesy dezaktywacji standéw wzbudzonych, przejscia promieniste i bezpromieniste,
charakterystyczne stale czasowe omawianych procesow.
* Absorpcyjne i emisyjne widmo elektronowe ze struktura oscylacyjna:
o w jakim zakresie promieniowania obserwuje si¢ absorpcyjne i emisyjne pasma
elektronowe?
o diagram Jabtonskiego
o schemat przej$¢ energetycznych dozwolonych przez reguty wyboru
o przyktadowy wyglad widma absorpcyjnego 1 widma emisyjnego ilustrujacy
prawidtowosci wynikajace ze struktury poziomow elektronowo-oscylacyjnych i przejs$¢
migdzy poziomami
*  Wiasciwosci absorpcyjne i emisyjne aminokwasow 1 biatek

o ktore aminokwasy posiadaja wtasciwosci absorpcyjne i emisyjne? Dlaczego?
o charakterystyka spektralna aminokwaséw aromatycznych
o szczegodlne whasnosci tryptofanu
o w jaki sposdb mozna spektralnie bada¢ biatka?
* Zwijanie biatek
© modele procesu zwijania biatek
» Bialko zielonej fluorescencji (GFP)
© budowa i dzialanie GFP
©  wplyw mutacji na GFP
© tworzenie chromoforu
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