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Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z mozliwo$ciami techniki zatrzymanego przeplywu
(stopped-flow) w zastosowaniu do badania bardzo szybkich procesow kinetycznych na przyktadzie
powtdrnego zwijania biatka EGFP (enhanced Green Fluorescent Protein). Powtérne zwijanie biatka
nalezy przebada¢ w funkcji pH oraz okresli¢ kazdorazowo liczbe etapow procesu, jak réwniez
czasy charakterystyczne opisujace te etapy.

Wstep

Wilasciwosci absorpcyvijne i emisvine aminokwasdéw i bialek

Bialka oraz peptydy skfadaja si¢ z 20 podstawowych aminokwasow, ktére poza rola
strukturalng moga by¢ réwniez substratami utleniania komoérkowego, neuroprzekaznikami czy
hormonami. Jedynie 3 aminokwasy: fenyloalanina, tyrozyna i tryptofan, przejawiaja wlasciwosci
absorpcyjne i emisyjne w zakresie bliskiego nadfioletu (Rys. 1). Za wlasciwosci te odpowiadaja
wystepujace w strukturze wymienionych aminokwaséw pier§cienie aromatyczne zawierajace
sprzezony uktad m-elektronowy.

x10° ohe [F) Tabela 1. Wiasciwosci spektralne aminokwasow
0.2 aromatycznych w pH 7 (za G. D. Fasman 1976 i J. R. Lakowicz
2006)
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Rys. 1 Widma absorpcji (A) i emisji najdalej wysunigte pasmo absorpcji, dzigki czemu mozna

fluorescencji (E) aminokwasow aromatycznych y7hudzaé go selektywnie, zazwyczaj w zakresie 295-305
w roztworze wodnym pH 7 oraz ich wzory

strukturalne. Rysunek z J.R. Lakowicz, 2006. ~ 1M. Ze wzgledu na przekrywanie sig widm absorpcji i
emisji poszczegdlnych aminokwaséw aromatycznych, moze zachodzi¢ migdzy nimi przeniesienie

energii z fenyloalaniny na tyrozyng¢ oraz z tyrozyny na tryptofan. Tryptofan jest takze wrazliwy na
wygaszanie fluorescencji, nie tylko przez czasteczki roztworu, ale takze we wngtrzu biatka przez
inne aminokwasy, np. lizyng lub histydyng, a takze przez grupy amidowe wiazania peptydowego.
Wszystkie te wlasnos$ci sprawiaja, ze decydujacy wptyw na ksztatt widma absorpcji 1 emis;ji biatka
ma tryptofan, a maksimum absorpcji biatka obserwuje si¢ w 280 nm.



Zwijanie bialek

Proces zwijania bialek jest wciaz mato poznany 1 trudny do opisania. Wiadomosci na temat
zwijania bialek odnosza si¢ zazwyczaj do niewielkich biatek globularnych lub pojedynczych
globularnych domen biatkowych. Przyjmowanie struktury natywnej przez tancuch 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 pelni funkcje rusztowania, po czym biatko
przyjmuje strukture III-rzedowa. W ramach modelu szkieletowego mozna wyr6zni¢ mechanizmy:

e dyfuzyjno-zderzeniowy — najpierw tworzy si¢ struktura II-rzedowa, ktora nastepnie poprzez
dyfuzj¢ 1 zderzanie si¢ ze soba tych struktur prowadzi do ich taczenia si¢ 1 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 gwaltowne tworzenie si¢ hydrofobowego jadra (wyrzucane sa z otoczenia
molekuty wody oraz m.in. aminokwasy polarne), a w nastepnej kolejnosci pojawia sig struktura I1-
rzegdowa. Zanim biatko zwinie si¢ prawidtowo, mozna zaobserwowaé stan nazywany struktura
stopionej globuli (ang. molten globule). Biatko w tej postaci zawiera jadro hydrofobowe oraz
strukturg II-rzgdowa w ulozeniu zblizonym do natywnego. Jesli wystgpuje struktura III-rzgdowa, to
ma ona charakter dynamiczny. Aby biatko moglo uzyska¢ stan natywny, musi nastapi¢ wtasciwe
upakowanie 1 usztywnienie struktury. Realistyczne zachowanie podczas zwijania bialek 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) (rys. 2, lewy panel), natomiast w
zwijaniu wieloetapowym wystgpuja dodatkowo stany posrednie, intermediaty (I), ktore wptywaja
na szybkos$¢ zwijania (Rys. 2, prawy panel). Prawdopodobnie intermediaty wystepuja w kazdym
przypadku zwijania, jednak dla bialek zwijajacych si¢ jednoetapowo intermediaty te sa nieuchwytne
w badaniach, dlatego Ze sa nietrwate, wysokoenergetyczne (wystgpuja w lokalnych minimach o
wysokiej energii) i nie maja wplywu na szybko$¢ zwijania.

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 bialkiem
akworyna. W 2008 r. Osamu Shimomura, Martin Chalfie oraz Roger Y. Tsien otrzymali nagrodg
Nobla w dziedzinie chemii za odkrycie 1 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
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Rys. 2 Schemat zwijania jednoetapowego (panel lewy) i zwijanie wieloetapowe na przyktadzie mutanta GFP — Cycle 3
(panel prawy, za Enoki et al. 2004); D — stan zdenaturowany, N — stan natywny, LXy — intermediaty r6znego rodzaju

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 $wiatta nie jest
jednak widoczna, gdyz w uktadzie akworyna-GFP zachodzi rezonansowe przeniesienie energii
(FRET), ktére powoduje wzbudzenie chromoforu biatka zielonej fluorescencji i emisj¢ o zielonej
barwie.

Biatko zielonej fluorescencji jest nieduzym biatkiem (ok. 27 kDa, 238 aminokwaséw) o
strukturze B-kartkowej tworzacej beczkg przykryta pegtlami i helikalnymi fragmentami tancucha
polipeptydowego. W srodku, wzdluz osi beczki, biegnie o-helisa zawierajaca chromofor
(p—hydroksybenzylidienoimidazolinon), a u jej podstawy znajduje si¢ jedyny w tym biatku
tryptofan (Rys. 3). Odlegto$¢ 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 i 12 fenyloalanin oraz 2 cysteiny nie tworzace ze soba mostka disiarczkowego.

W pordéwnaniu z typem dzikim biatka zielonej fluorescencji w EGFP wprowadzono leucyng
w miejsce fenyloalaniny 64 i treoning w miejsce seryny 65. Obie te mutacje okazaty si¢ mie¢
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
(absorpcja w ok. 395 nm), jak i anionowej (absorpcja w ok. 475 nm), podczas gdy w EGFP
praktycznie cata populacja biatka ma chromofor w formie zjonizowanej. Maksima absorpcji dla
bialka EGFP obserwuje si¢: dla aminokwasow aromatycznych w 278 nm oraz dla chromoforu w
489 nm. Doswiadczalnie wyznaczone wspdtczynniki ekstynkcji w pH 7,3 wynosza odpowiednio
€77 =21 000 M'cm™ oraz ess = 38 000 M'cm™ (Seifert et al., 2002). Maksima emisji obserwuje sie
w 336 nm dla aminokwasoéw aromatycznych i w 509 nm dla chromoforu, co nadaje biatku
jaskrawe, zielono-zotte zabarwienie.



Rys. 3 Struktura mutanta F64L/S65T-GFP (lewy panel, PDB 2Y0G) oraz wngtrze b-beczki z chromoforem (z6tty) i
tryptofanem 57 (czerwony) (prawy panel).
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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.

Zwijanie bialka zielonej fluorescencji

Obecna wiedza dotyczaca powtornego zwijania GFP opiera si¢ na eksperymentach i
symulacjach prowadzonych na ro6znych mutantach tego biatka, przede wszystkim na GFPuv
(nazywane takze Cycle3) oraz sfGFP (tzw. superfolder GFP). Duzy wplyw na zwijanie ma
obecno$¢ chromoforu, ktdra sprawia, ze tzw. pejzaz zwijania” staje si¢ bardziej wyboisty (przyktad
Rys. 5). Oznacza to, ze pojawiaja si¢ bariery energetyczne oraz mozliwo$¢ wystapienia
dodatkowych stanéw posrednich w poréwnaniu z tym samym biatkiem, ktére chromoforu jeszcze
nie posiada. W poroéwnaniu z innym niewielkimi biatkami globularnymi GFP zwija si¢ powoli.
Podczas badan nad réwnowagowym zwijaniem GFP w réznych stezeniach chlorowodorku
guanidyny (GdmHCI — substancja denaturujaca) zauwazono wyst¢gpowanie stanu posredniego o
strukturze podobnej do natywnej, sktadajacy si¢ w przewadze ze struktur II-rzedowych. Intermediat

*  Pejzaz zwijania jest to 3-wymiarowy sposob przedstawienia mozliwych konformacji biatka zaleznie od energii i
topologii tancucha polipeptydowego; ksztattem przypomina lejek, gdyz wraz z postgpujacym zwijaniem nast¢puje
redukcja dostgpnych dla bialka stanow; szeroka czgs¢ lejka opisuje dostgpne stany zdenaturowane, natomiast
zwgzenie jest globalnym minimum osiaganym przez stan natywny; lokalne minima energetyczne stanowia
dodatkowe ,,doliny” lejka, natomiast bariery energetyczne sa przedstawione jako ,,wypigtrzenia” pejzazu.
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ten jest bardzo elastyczny, a biatko bardzo szybko ze stanu
zdenaturowanego przyjmuje struktur¢ stanu posredniego. Z

{;——__ ] YeHedkolei przejscie od stanu posredniego do natywnego jest bardzo
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powolne. Badania nad kinetyka zwijania w funkcji pH
wskazuja na wieloetapowe zwijanie GFP. Jest to zwigzane
migdzy innymi z wystgpowaniem prolin, ktéore w stanie
rozwinigtym moga wystgpowaé¢ w dowolnej konformacji cis

Irriarmealabe
skaras

lub trans, natomiast w stanie natywnym tylko jedna z dziesigciu
znajduje si¢ w konformacji cis. Zaleznie od poczatkowego
ustawienia prolin zwijanie moze nastgpowac szybka lub wolna

4 Sciezka (Rys. 2, prawy panel). Faza kolapsu *lancucha

polipeptydowego jest na tyle szybka, Zze nie jest rejestrowana

Featiom

Rys. 5 Przykladowy pejzaz zwijania; u przez dostgpna aparatur¢. Prawdopodobnie podczas tej fazy
géry stan zdenaturowany, u dotu stan

natywny, A, IB - stany posrednie (za P. . T . .
L. Clark, 2004) biatka. Nastgpnie powstaje intermediat o zwartej strukturze, w

nastgpuje upakowanie tryptofanu do hydrofobowego jadra

ktorym tryptofan i chromofor sa na tyle blisko siebie, ze
wystepuje migdzy nimi transfer energii, co mozna zaobserwowaé¢ w pomiarach fluorescencyjnych.
Posrod réznych standw posrednich powstaje takze intermediat o charakterze stopionej globuli, w
ktéorym z powodu braku wiasciwej struktury biatka niemozliwa jest fluorescencja chromoforu.
Sugeruje sig, ze zwijanie GFP ma przynajmniej 6 faz, ktére stanowia uktad réwnolegtych Sciezek
zwijania.

Technika zatrzymanego przeplywu

Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu (ang.
wiazhka

wabudzajacs stopped-flow) przedstawiony zostal na Rys. 6. W

strzykawkach aparatu umieszcza si¢ substancje pomiedzy

karmdrka optyvczna

t

wigzha
emitowana

—

_ ktérymi ma zaj§¢ reakcja i w zalezno$ci od rodzaju
Mmigszacz strzykawka

sstrymuiasa  @paratu mozliwe jest umieszczenie nawet 4 roztworow.

Reakcje  rozpoczyna  si¢  poprzez  jednoczesne
wypchnigcie za pomoca zewnetrznego ttoka cieczy ze
strzykawek, ktore poprzez element mieszajacy trafiaja do

komorki  optycznej. Mieszacz powoduje  szybkie

strzykawki
z roztworami

mieszanie skladnikéw i1 do kuwety trafia homogenny
roztwor. Do cieczy o duzej roznicy ggstosci czesto
Rys. 6 Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu potrzebne sa elementy mieszajace specjalnie do tego
(za M. Narczyk, praca magisterska 2006) przygotowane. Wraz 2z postepujacym przeptywem
roztworow wyjsciowych napeilniana jest strzykawka zatrzymujaca, ktorej tlok blokuje si¢ po
uzyskaniu zadanej objgtosci, co jednocze$nie zatrzymuje przeplyw w catym aparacie. Zatrzymanie
przeptywu rozpoczyna rejestracje obserwowanego procesu. Wszystkie opisane wyzej czynnosci
trwaja zazwyczaj kilka milisekund i jest to tzw. czas martwy aparatu. Technik¢ zatrzymanego
przeptywu stosuje si¢ w potaczeniu z pomiarami absorpcyjnymi, emisyjnymi i dichroizmu
kolowego.



Metodyv analizy danvch

Do analizy zwijania biatka GFP jak i do procesu tworzenia chromoforu stosowano funkcje
multieksponencjalna, ktéra jak do tej pory w sposob najlepszy opisywata obserwowane zjawiska
(Reid and Flynn 1997, Enoki et al. 2004 1 2006, Zhang et al. 2008, Izuka et al. 2011)

t

T;

I=) A exp +A

(1)

gdzie:

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

t; — 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 S$rodku trwania jednej z faz procesu lub wystepuje zjawisko
fotowygaszania (tzw. photobleaching)

I= Z A-exp

T.

2)
gdzie:
a — wspotczynnik kierunkowy proste;j
b — wyraz wolny

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

Przebieg ¢wiczenia

Etap
Studenci otrzymaja:

e stezony roztwor biatka EGFP w 50 mM buforze fosforanowym z 300 mM NaCl, pH 8
(stezenie poda prowadzacy)

e 100 mM roztwor fosforanowy o pH 1

e 100 mM bufor fosforanowy pH 8

Za pomoca spektrofluorymetru nalezy wykona¢ widmo wzbudzenia i emisji biatka EGFP w
warunkach denaturujacych (pH 1) i natywnych (pH 8). Na ich podstawie nalezy wybraé¢ wlasciwe
dlugosci fali wzbudzenia i obserwacji fluorescencji dla pomiaréw kinetycznych na aparacie
zatrzymanego przepltywu. Nastepnie studenci planuja eksperyment na nastgpny dzien, ustalajac
jednoczes$nie jaka objgtos¢ biatka o stezeniu 20 uM nalezy przygotowac. Biatko nalezy rozcienczy¢
w roztworze fosforanowym pH 1 i podda¢ dializie w blonie dializacyjne;.



Etap 2
Studenci otrzymaja:

e zestaw 100 mM buforow fosforanowych o roznym pH, ktére po zmieszaniu w proporcji 1:1
z buforem denaturujacym pH 1 beda dawaty koncowe pH w skali od pH 4 do 8

e B-merkaptoetanol (14,3 M)

Studenci bgda prowadzi¢ eksperyment wstgpny powtoérnego zwijania bialka przy zastosowaniu
techniki zatrzymanego przeptywu. Zwijanie bedzie inicjowane przez skok pH. Przed rozpoczgciem
zwijania biatka do roztworow zwijajacych bedzie nalezalo doda¢ B-merkaptoetanol, ktory jest
czynnikiem redukujacym 1 zapobiega tworzeniu si¢ mostkow disiarczkowych. Stezenie f-
merkaptoetanolu w roztworze zwijajacym powinno wynosi¢ ok. 28 mM. Korzystajac z roztworu
zdenaturowanego biatka nalezy przeprowadzi¢ pomiary wstgpne kinetyki zwijania biatka. Na ich
podstawie nalezy wlasciwe dobra¢ czas pomiaru, szeroko$¢ szczelin dla wiazki $wiatla
wzbudzajacego 1 wiazki emisyjnej oraz napigcie na fotopowielaczu aparatu zatrzymanego

przeptywu.

Na nastepny dzien pomiarowy nalezy przygotowac biatko i dokona¢ jego dializy.

Etap 3

Studenci prowadza wiasciwy eksperyment powtoérnego zwijania EGFP w funkcji pH. Dla
kazdego pH nalezy przeprowadzi¢ przynajmniej 10 powtdrzen pojedynczych eksperymentéw
zwijania bialka. Nalezy takze przeprowadzi¢ pomiar tta dla zwijania, czyli pomiar mieszania si¢
odpowiednich buforéw. Zawsze nalezy przeprowadzi¢ pomiar tla tego samego dnia, co pomiar
zwijania, gdyz w ciagu doby nastepuje zmiana ksztaltu widma B-merkaptoetanolu. W zwiazku z
tym nalezy takze pamigta¢é o przygotowaniu odpowiedniej ilo$ci buforu zwijajacego z f-
merkaptoetanolem (ze wzgledu na duze stgzenie wyjsciowe B-merkaptoetanolu, przygotowywanie
kazdej nowej porcji buforu moze wiazac si¢ ze zmianag jego st¢zenia koncowego).

Etap 4

Studenci prowadza analiz¢ danych. Nalezy pamigta¢ odjgcia tla od danych dotyczacych
zwijania biatka. W przypadku powtarzalnych pomiaréw mozna je usredni¢, w przypadku danych
niepowtarzalnych nalezy kazda krzywa analizowaé niezaleznie. Moze si¢ rowniez okazaé, ze nie
bedzie mozna dokona¢ analizy matematycznej niektorych danych. Wéwczas nalezy dokona¢ proby
interpretacji wystepujacego zjawiska.

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 wyodrebni¢ 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 wstgpnego zalezy od prowadzacego ¢wiczenie.

Material z zakresu spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej obowiazujacy w czasie kolokwium

wstepnego zostat przedstawiony w niniejszej instrukcji, podczas wyktadéw ,,Spektroskopia

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

Mozna takze positkowac sig nastepujacymi podrecznikami:

Zbigniew Kecki Podstawy spektroskopii molekularnej

Gordon M. Barrow Wstep do spektroskopii molekularnej

pod redakcja Wojciecha Zielinskiego 1 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 zapoznac si¢ z publikacjami:
v'S. Enoki, K. Saeki, K. Maki, K. Kuwajima, Acid denaturation and refolding of green

fluorescent protein, Biochemistry 2004, 43, 14238-14248

v"S. Enoki, K. Maki, T. Inobe, K. Takahashi, K. Kamagata, T. Oroguchi, H. Nakatani, K.

Tomoyori, K. Kuwajima, The equilibrium unfolding intermediate observed at pH 4 and its

realtionship with the kinetic folding intermediates in green fluorescent protein, Journal of
Molecular Biology 2006, 361, 969-982,

ktore otrzymaja Panstwo od prowadzacego.

Nalezy posiada¢ wiedzg na temat nastgpujacych zagadnien:

Podstawowe definicje zwiazane z promieniowaniem elektromagnetycznym 1 pomiarami
spektroskopowymi:

o dhugos¢ fali, czgstos¢ drgania, liczba falowa

© intensywnos$¢ promieniowania, ggstos¢ promieniowania

°o molowy wspoétczynnik absorpcji (ekstynkcji), integralny wspotczynnik absorpcji
o stan podstawowy, stan wzbudzony, sita oscylatora

©  wydajnos¢ kwantowa emisji

o budowa spektrofotometru i spektrofluorymetru

Pomiar emisji promieniowania elektromagnetycznego

o schematyczne przedstawienie zasady pomiardw emisji

© co rozumiemy pod pojeciem widmo emisji?

©  co rozumiemy pod pojeciem widmo wzbudzenia?

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

o efekt filtra wewngtrznego



+ Stany elektronowe czasteczek:
© pojecie orbitali molekularnych, co oznaczaja symbole o, ¢*, w, n*, n
o diagram stanow elektronowych (S, Si, S,, ..., T1, T»,....) diagram Jabtonskiego
o mozliwe przejscia absorpcyjne i wzgledne potozenie odpowiadajacych im pasm na skali
czestosci promieniowania elektromagnetycznego
o procesy dezaktywacji stanow wzbudzonych, przej$cia promieniste i bezpromieniste,
charakterystyczne stale czasowe omawianych procesow.
* Absorpcyjne i emisyjne widmo elektronowe ze struktura oscylacyjna:
o w jakim zakresie promieniowania obserwuje si¢ absorpcyjne i emisyjne pasma
elektronowe?
o diagram Jabtonskiego
o schemat przej$¢ energetycznych dozwolonych przez reguty wyboru
o przyktadowy wyglad widma absorpcyjnego 1 widma emisyjnego ilustrujacy
prawidtowos$ci wynikajace ze struktury poziomoéw elektronowo-oscylacyjnych i przejsé
migdzy poziomami
*  Wlasciwosci absorpcyjne i emisyjne aminokwasow i biatek
o ktore aminokwasy posiadaja wtasciwosci absorpcyjne i emisyjne? Dlaczego?
o charakterystyka spektralna aminokwasow aromatycznych
o szczegoOlne wlasnosci tryptofanu
© w jaki sposéb mozna spektralnie bada¢ biatka?
Zwijanie biatek

© modele procesu zwijania bialtek

o zwijanie biatka GFP

Biatko zielonej fluorescencji (GFP): budowa, dziatanie GFP, wptyw mutacji na GFP
Technika zatrzymanego przeplywu — zasada dziatania, zastosowanie
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