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Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z mozliwo$ciami techniki zatrzymanego przeplywu
(stopped-flow) w zastosowaniu do badania bardzo szybkich procesow kinetycznych na przyktadzie
powtoérnego zwijania biatka EGFP (enhanced Green Fluorescent Protein) oraz okreslenie liczby

etapow procesu EGFP oraz czas6w charakterystycznych opisujacych te etapy.

Wstep

Wilasciwosci absorpcyvijne i emisvine aminokwasdéw i bialek

Bialka 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 i emisyjne w zakresie bliskiego nadfioletu. Za wtasciwosci te odpowiadaja wystepujace
w strukturze wymienionych aminokwasow pierscienie aromatyczne zawierajace sprz¢zony uktad n-
elektronowy. Szczegoélnie uzytecznym aminokwasem do badania biatek jest tryptofan. Ze
wszystkich trzech aminokwaséw aromatycznych ma on najwigksza wydajno§¢ kwantowa (Tabela
1), a dlugos$¢ fali emisji, jak i intensywno$¢ fluorescencji zalezy od $rodowiska w jakim sig
znajduje. W zwiazku z tym moze on odzwierciedla¢ zachodzace w biatku zmiany konformacyjne,
denaturacje, taczenie si¢ podjednostek czy wiazanie substratu. Daje to takze mozliwo$ci badania
funkcji bialek, ich zwijania oraz dynamiki. Ponadto ma on najdalej wysunig¢te pasmo absorpcji,
dzigki czemu mozna wzbudza¢ go selektywnie, zazwyczaj w zakresie 295-305 nm. Tryptofan jest
takze wrazliwy na wygaszanie fluorescencji, szczegdlnie gdy jest wystawiony na kontakt z
rozpuszczalnikiem. Ze wzgledu na swoje wlasciwosci tryptofan ma decydujacy wplyw na ksztatt
widma absorpcji 1 emis;ji biatka, a maksimum absorpcji biatka obserwuje si¢ w 280 nm.

Rys. 1 Wzory strukturalne aminokwaséw aromatycznych, od lewej: fenyloalanina (Phe, P), tyrozyna (Tyr,
T), tryptofan (Trp, W)

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

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



e dyfuzyjno-zderzeniowy — najpierw tworzy si¢ struktura II-rzegdowa, ktdra nastgpnie poprzez
dyfuzj¢ i zderzanie si¢ ze soba tych struktur prowadzi do ich taczenia si¢ i utworzenia
struktury I1I-rzedowe;j

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

Model kolapsu hydrofobowego zaklada, 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). Bialko 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 moglo uzyska¢ stan natywny, musi nastapi¢ wlasciwe
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
przejscie od stanu zdenaturowanego (D) do stany natywnego (N) (D — N), natomiast w zwijaniu
wieloetapowym wystepuja dodatkowo stany posrednie, intermediaty (I), ktére wplywaja na
szybkos$¢ zwijania (np. model dwuetapowy D— [— N).

Bialko zielonej fluorescencji
Bialko zielonej fluorescencji jest nieduzym biatkiem globularnym (ok. 27 kDa, 238

aminokwasow) posiadajacym charakterystyczna struktur¢ zwana B-beczka (Rys. 2, panel lewy).
Sktada si¢ ona z 11-antyrownoleglych B-kartek, u jej podstawy i zwienczenia znajduja si¢ krotkie
fragmenty helikalne 1 pgtle, za$ przez $rodek biegnie a-helisa, przy ktorej znajduje si¢ chromofor
odpowiadajacy za barwna fluorescencje biatka. Beczka stanowi szczelna ostong chromoforu przed
czasteczkami rozpuszczalnika, ktore moglyby wygasza¢ jego fluorescencjg, ponadto sie¢ wiazan
wodorowych utrzymuje chromofor we wtasciwej ptaszczyznie. U podstawy B-beczki znajduje sig
tryptofan (Rys. 2, prawy panel), ktory w sposéb bezpromienisty przekazuje zaabsorbowana energie
na chromofor.

Chromofor tworzy si¢ w biatku autokatalitycznie. Po uzyskaniu przez biatko struktury
natywnej seryna 65, tyrozyna 66 i glicyna 67 znajduja si¢ w takim wzajemnym potozeniu, ze
zachodzi reakcja chemiczna prowadzaca do cyklizacji i utworzenia struktury pier§cieniowe;.
Nastgpnie w procesie utleniania i dehydratacji powstaje w pelni dojrzaty chromofor. W biatku typu
dzikiego (WtGFP) wystepuje on w dwoch formach jonowych, z ktérych kazda ma inne maksimum
absorpcji: neutralna w ok. 395 nm, anionowa w ok. 475 nm. W mutancie o wzmocnionej
fluorescencji EGFP (F64L/S65T-GFP) przewaza forma anionowa, co sprawia, ze obserwowany jest
pojedyncze pasmo absorpcyjne z maksimum w ok. 489 nm. Pasmo emisji pochodzace od
chromoforu znajduje si¢ w ok. 509 nm i nadaje biatku jaskrawe, zielono-zolte zabarwienie.
Absorpcja pochodzaca od aminokwasdéw aromatycznych jest obserwowana w ok. 278 nm.
Dos$wiadczalnie wyznaczone wspotczynniki ekstynkcji w pH 7,3 wynosza €77 = 21 000 M'cm™
oraz g455 = 38 000 M'cm! (Seifert et al., 2002).



Rys. 2 Struktura mutanta F64L/S65T-GFP (lewy panel, PDB 2Y0G) oraz wngtrze B-beczki z chromoforem
(z6tty) i tryptofanem 57 (czerwony) (prawy panel).

Technika zatrzvmanego przeplvwu

Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu (ang.
e stopped-flow) przedstawiony zostat na Rys. 3. W
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Rys. 3 Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu specjalnie do tego przygotowane. Wraz z postgpujacym
(za M. Narczyk, praca magisterska, 2006) przeptywem roztwordw wyjSciowych napelniana jest
strzykawka zatrzymujaca, ktorej ttok blokuje si¢ po uzyskaniu zadanej objgtosci, co jednoczesnie
zatrzymuje przeptyw w calym aparacie. Zatrzymanie przeplywu rozpoczyna rejestracjg
obserwowanego procesu. Wszystkie opisane wyzej czynno$ci trwaja zazwyczaj kilka milisekund i
jest to tzw. czas martwy aparatu. Technike zatrzymanego przeptywu stosuje si¢ w potaczeniu z

pomiarami absorpcyjnymi, emisyjnymi i dichroizmu kotowego.



Metodyv analizy danvch

Proces zwijania GFP przebiega eksponencjalnie (Enoki et al. 2004 1 2006), zatem do analizy
danych nalezy zastosowaé wzor

1= Arexp[ == |+,

(1)

gdzie:

1(t) — intensywnos$¢ emisji fluorescencji w czasie ¢ procesu
i — liczba etapow procesu

A; — amplituda i-tego etapu

7, — czas charakterystyczny i-tego etapu

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). Wowczas wzor (1) przyjmuje postac:

I(t)=z A;-exp

T;

2)
gdzie:
a — wspolczynnik kierunkowy
b — wyraz wolny

Nalezy dopasowac i wybra¢ najlepiej pasujacy do uzyskanych danych model, po uwzglednieniu
uzyskanych parametréw dopasowan i ich niepewno$ci oraz analizy odchylen residualnych.

Przebieg ¢wiczenia

Do dyspozycji sa przygotowane wczesniej roztwory potrzebne do wykonania ¢wiczenia:

e 20 uM roztwor biatka EGFP w 100 mM roztworze fosforanowym pH 1
e 20 uM roztwor biatka EGFP w 100 mM buforze fosforanowym pH 8

e 100 mM bufor fosforanowy pH 8

e 100 mM roztwor fosforanowy pH 1

e 100 mM fosforanowy roztwor alkalizujacy, ktory po zmieszaniu w proporcji 1:1 zmieni pH
buforu z biatkiem na pH 8, roztwor zawiera B-merkaptoetanol
Ponadto:

e kwarcowa kuweta fluorescencyjna o dtugosciach drogi optycznej 10 mm i 4 mm
e spektrofluorymetr Perkin Elmer LS 55

e aparat zatrzymanego przeplywu Applied Photophysics SX.18MV (droga optyczna kuwety 2
mm lub 10 mm)



1. Poczatkowo nalezy wykona¢ na spektrofluorymetrze widmo wzbudzenia i fluorescencji
biatka EGFP zar6wno w stanie natywnym (pH 8), jak i zdenaturowanym (pH 1). Na ich
podstawie nalezy wybra¢ wlasciwe dlugosci fali wzbudzenia i obserwacji fluorescencji dla
pomiardéw kinetycznych.

2. Nalezy przeprowadzi¢ wstgpny pomiar zwijania bialka na aparacie zatrzymanego
przeplywu, aby wiasciwie dobra¢ czas pomiaru, szeroko$¢ szczelin dla wiazki $wiatta
wzbudzajacego 1 wiazki emisyjnej oraz napigcie na fotopowielaczu.

3. Nalezy przeprowadzi¢ wilasciwy pomiar zwijania biatka wykonujac przynajmniej 10
powtodrzen pojedynczych przebiegdw zwijania.

4. Przeprowadzi¢ pomiar tla mieszania buforow uzywanych do pomiaréw zwijania biatka
wykonujac przynajmniej 10 powtdrzen.

Jesli pomiary kinetyczne sa powtarzalne, to mozne je usredni¢ przed dalsza analiza.

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
zawieraC Wyniki i dyskusje z prezentacja danych ich analiza 1 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 wst¢pne

Warunkiem przystapienia do czgsci eksperymentalnej jest zaliczenie kolokwium wstgpnego.
Wybor sposobu przeprowadzenia kolokwium wstepnego zalezy od prowadzacego ¢wiczenie. Do
kolokwium wstepnego mozna przygotowywac si¢ z nastepujacych podrecznikow:

e Zbigniew Kecki Podstawy spektroskopii molekularnej

e Gordon M. Barrow Wstep do spektroskopii molekularnej

e pod redakcja Wojciecha Zielinskiego i Andrzeja Rajcy Metody spektroskopowe i ich
zastosowanie do identyfikacji zwiqzkow organicznych

e Alfons Kawski Fotoluminescencja roztworow

e John A. Baltrop, John D. Coyle Fotochemia podstawy

e Joseph R. Lakowicz Principles of fluorescence spectroscopy

Zagadnienia, ktore moga pojawi¢ si¢ na kolokwium wstgpnym:
e Podstawowe definicje zwiazane z promieniowaniem elektromagnetycznym i1 pomiarami
spektroskopowymi:
dhugos¢ fali, czgstos$¢ drgania, liczba falowa
intensywno$¢ promieniowania, ggsto$¢ promieniowania
molowy wspotczynnik absorpcji (ekstynkcji), integralny wspoétczynnik absorpcji
stan podstawowy, stan wzbudzony, sita oscylatora
wydajno$¢ kwantowa emisji
budowa spektrofotometru i spektrofluorymetru

O O O O O O



Pomiar emisji promieniowania elektromagnetycznego:

o schematyczne przedstawienie zasady pomiardw emisji

© co rozumiemy pod pojeciem widmo emisji?

©  co rozumiemy pod pojeciem widmo wzbudzenia?

© 1ilo$ciowy opis emisji (wydajnos¢ kwantowa emisji, jak ja wyznaczy¢?)

Absorpcyjne 1 emisyjne widmo elektronowe ze struktura oscylacyjna:

o w jakim zakresie promieniowania obserwuje si¢ absorpcyjne 1 emisyjne pasma
elektronowe?

o diagram Jabtonskiego

o schemat przej$¢ energetycznych dozwolonych przez regulty wyboru

o przyktadowy wyglad widma absorpcyjnego 1 widma emisyjnego ilustrujacy
prawidtowos$ci wynikajace ze struktury poziomow elektronowo-oscylacyjnych i przejsé¢
migdzy poziomami

Wiasciwosci absorpcyjne i emisyjne aminokwasow 1 biatek:

o ktore aminokwasy posiadaja wtasciwosci absorpcyjne i emisyjne? Dlaczego?

o charakterystyka spektralna aminokwasow aromatycznych

° szczegolne wlasnosci tryptofanu

© w jaki sposéb mozna spektralnie bada¢ biatka?

Zwijanie biatek — modele procesu zwijania biatek

Technika zatrzymanego przeplywu — zasada dziatania, zastosowanie

Bialko zielonej fluorescencji (GFP) — budowa 1 tworzenie chromoforu
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