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Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest obserwacja procesu rozwijania bardzo stabilnego biatka, jakim jest

mutant bialka zielonej fluorescencji EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein, F64L/S65T-GFP).
Do denaturacji zostanie uzyty czynnik chaotropowy, jakim jest chlorowodorek guanidyny
(GdnHCI), oraz roztwor buforu fosforanowego o pH 1. Zostanie przeprowadzony pomiar kinetyki
rozwijania przy uzyciu techniki zatrzymanego przeptywu w celu wyznaczenia 1 pordwnania mi¢dzy
denaturantami charakterystycznych czasow reakcji w zalezno$ci od stgzenia GdnHCl 1 wartosci pH.
Czasowy przebieg rozwijania dla czasow dtuzszych niz jest to mozliwe dla techniki zatrzymanego
przeplywu, bedzie przeprowadzony za pomoca  spektrofluorymetru. Pomiary na
spektrofluorymetrze postuza takze probie udowodnienia wyst¢gpowania intermediatu rozwijania.

Wstep

Wilasciwosci absorpcyvine i emisvjne aminokwaséw 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 (Rys. 1). Za wlasciwosci te odpowiadaja
wystepujace w strukturze wymienionych aminokwaséw pier§cienie aromatyczne zawierajace
sprz¢zony uktad m-elektronowy.
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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) aminokwaséw aromatycznych w7y dzaé go selektywnie, zazwyczaj w zakresie 295-305
w roztworze wodnym pH 7 oraz ich wzory

strukturalne. Rysunek z J.R. Lakowicz, 2006, ~ 11T 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. lizyn¢ lub histydyng, a takze przez grupy amidowe wiazania peptydowego.
Wszystkie te wlasnos$ci sprawiaja, ze decydujacy wplyw na ksztatt widma absorpcji 1 emisji biatka
ma tryptofan, a maksimum absorpcji biatka obserwuje si¢ w 280 nm.

Bialko zielonej fluorescencji
Bialtko zielonej fluorescencji (GFP — green fluorescent protein) zostalo odkryte w w latach

60-tych XX w. przez japonskiego naukowca Osamu Shimomura podczas badan nad biatkiem
akworyng. 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 wplywem
wiazania jonOw 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 ukladzie akworyna-GFP zachodzi rezonansowe przeniesienie energii
(FRET), ktére powoduje wzbudzenie chromoforu biatka zielonej fluorescencji 1 emisj¢ o zielonej
barwie.

Bialko zielonej fluorescencji jest nieduzym biatkiem (ok. 27 kDa, 238 aminokwasow) o
strukturze B-kartkowej tworzacej beczke przykryta petlami 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). 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.

W porownaniu z typem dzikim biatka zielonej fluorescencji w EGFP wprowadzono leucyne
w miejsce fenyloalaniny 64 i treoning w miejsce seryny 65. Obie te mutacje okazaty si¢ miec
bardzo duze znaczenie dla wydajniejszego zwijania, wzmocnienia intensywnosci fluorescencji oraz
uproszczenia widma absorpcyjnego biatka (Rys. 4). Zwiazane jest to migdzy innymi ze zmiana
stanu jonowego chromoforu, ktory w biatku dzikim wystepuje 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
biatka EGFP obserwuje si¢: dla aminokwasdéw aromatycznych w 278 nm oraz dla chromoforu w
489 nm. Doswiadczalnie wyznaczone wspotczynniki ekstynkcji w pH 7,3 wynosza odpowiednio
€77 =21 000 M'em™ oraz €45 = 38 000 M'cm™' (Seifert et al., 2002). Maksima emisji obserwuje si¢
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.

Rozwijanie bialka zielonej fluorescencji

Odwracalna denaturacja biatka moze zosta¢ osiagnigta przez uzycie zwiazku chaotropowego
takiego jak mocznik czy chlorowodorek guanidyny (GdnHCI) lub tez poprzez zakwaszanie $rodo-
wiska. Denaturujace dziatanie GdnHCI opiera si¢ na zaburzeniu oddziatywania biatka ze $rodowi-
skiem ze wzgledu na zakldcenie sieci wigzan wodorowych wody w roztworze. Z kolei zakwaszanie
powoduje nagromadzenie tadunku dodatniego na powierzchni wigkszosci biatek, co skutkuje wy-
stapieniem niekorzystnych dla molekuty oddziatywan elektrostatycznych, a takze wptywa na warto-
Sci statej asocjacji tancuchow bocznych kwasu glutaminowego i1 asparaginowego. Z rozwijaniem
biatka zielonej fluorescencji zawsze wiaze si¢ utrata fluorescencji, gdyz rozluznienie struktury
zwigksza ruchliwos$¢ chromoforu oraz powoduje jego ekspozycj¢ do srodowiska i naraza go na wy-
gaszanie przez czasteczki rozpuszczalnika. Jednak sama utrata fluorescencji nie jest jeszcze wy-
znacznikiem rozwinigcia biatka. Stwierdzono, ze w pH 2.9, pH 2, pH 1.5, a takze w pH 1 wystgpuje
resztkowa struktura biatka mimo wczes$niejszej utraty fluorescencji chromoforu. Z kolei brak emisji
chromoforu w wysokich st¢zeniach GdnHCI nie jest rtOwnowazny z osiagnigciem stanu rOwnowagi
przez biatko poddane denaturacji, gdyz proces ten moze trwa¢ nawet kilka dni w zalezno$ci od ob-



serwowanego mutanta GFP. Zatem proces rozwijania biatka zielonej fluorescencji jest powolny w
poréwnaniu z innymi niewielkimi monomerycznymi biatkami. Podczas rownowagowego rozwija-
nia GFP zaréwno w przypadku uzycia GdnHCl, jak i podczas zakwaszania, zaobserwowano wyste-
powanie intermediatu. Jego struktura byla podobna w obu przypadkach i zawierata znaczng czgs§¢
struktury II- 1 [II-rzedowej. Nie we wszystkich warunkach intermediat ten jest tatwo dostrzegalny,
co moze by¢ spowodowane duzym podobienstwem do struktury natywnej biatka. Wydaje sig, ze
wigksza czg$¢ B-beczki jest dobrze zachowana z wyjatkiem B-kartek od 7 do 10, ktore fatwiej pod-
legaja zmianom konformacyjnym. Pomiary kinetyki rozwijania wskazuja, ze przy stgzeniach
GdnHCI powyzej 5 M czas rozwijania wynosi od ok. 40 do 76 s. Jednak im mniejsze st¢zenie dena-
turanta, tym biatko wolniej si¢ rozwija. W zalezno$ci od stopnia zakwaszenia i rodzaju mutanta
GFP rozwijanie moze trwac¢ od kilkudziesigciu milisekund do kilkudziesigciu sekund.

Technika zatrzyvmanego przeplvwu

wiazka Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu (ang. stop-

wzbudzajaca

ped-flow) przedstawiony zostat na Rys. 6. W strzykawkach

komdrka optyczna

t

wigzka

emitowana ®

aparatu umieszcza si¢ substancje pomigdzy ktérymi ma

migszacz strzykawka

i Za)SC reakcja 1 w zalezno$ci od rodzaju aparatu mozliwe

jest umieszczenie nawet 4 roztworow. Reakcje rozpoczyna
si¢ poprzez jednoczesne wypchnigcie za pomoca zewngtrz-
nego tloka cieczy ze strzykawek, ktore poprzez element

mieszajacy trafiaja do komdrki optycznej. Mieszacz powo-

Sl duje szybkie mieszanie sktadnikéw 1 do kuwety trafia ho-

e rostwerem mogenny roztwor. Do cieczy o duzej roznicy gestosci czg-

sto potrzebne sa elementy mieszajace specjalnie do tego

(za M. Narczyk, praca magisterska 2006) przygotowane. Wraz z postgpujacym przeplywem roztwo-

row wyjsciowych napetniana jest strzykawka zatrzymuja-

ca, ktorej tlok blokuje si¢ po uzyskaniu zadanej objgtosci, co jednoczesnie zatrzymuje przeptyw w

catlym aparacie. Zatrzymanie przeplywu rozpoczyna rejestracj¢ obserwowanego procesu. Wszystkie

opisane wyzej czynnos$ci trwaja zazwyczaj kilka milisekund 1 jest to tzw. czas martwy aparatu.

Technikg zatrzymanego przeptywu stosuje si¢ w potaczeniu z pomiarami absorpcyjnymi, emisyjny-
mi 1 dichroizmu kotowego.

Metodyv analizy danvch

Do opisu kinetyki rozwijania biatka stosowano model wieloeksponencjalny [5,8]

t

T

I=) A exp +Ay

(1)



gdzie:

I — intensywno$¢ sygnatu (sygnal absorpcyjny, emisyjny, dichroizmu kotowego)

A; — amplituda i-tej fazy procesu

7, — czas charakterystyczny i-tej fazy procesu

Ainr — Wyraz wolny

Nalezy dopasowa¢ i1 wybra¢ najlepiej pasujacy do uzyskanych danych model (tzn. sume
odpowiedniej liczby funkcji eksponens), po uwzglednieniu uzyskanych parametréw dopasowan i
ich niepewnosci oraz analizy odchylen residualnych. Na podstawie otrzymanej liczby faz i czasow
charakterystycznych mozna prébowa¢ dokona¢ interpretacji poszczegélnych procesow
wystepujacych podczas rozwijania biatka.

Przebieg ¢wiczenia

Do pomiaréw czasowych na spektrofluorymetrze studenci otrzymaja 50 mM bufor fosfora-
nowy z 300 mM NaCl pH 8 bez GdnHCI oraz z 6 M GdnHCI o pH 8. Z tych roztworéw studenci
powinni przygotowac seri¢ buforéw o réoznym stgzeniu GdnHCI, w ktorych beda bada¢ rozwijanie
bialka. Rozwijanie biatka bedzie inicjowane poprzez zawieszenie st¢zonego roztworu biatka w od-
powiednim buforze rozwijajacym bezposrednio w kuwecie pomiarowej. Mieszanie roztworu bedzie
nastgpowato za pomoca mieszadetka magnetycznego. Do zadan studenta nalezy wybor odpowied-
niej dlugosci fali wzbudzenia i obserwacji oraz szerokosci szczelin spektrofluorymetru, a takze cza-
su pomiaru. Nalezy pamigta¢ o sprawdzeniu przebiegu czasowego tla.

Do pomiarow stacjonarnych na spektrofluorymetrze studenci otrzymaja serig roztworéow 100
mM fosforanowego o roznym pH w zakresie od pH 1 do pH 8. Rozwijanie biatka bedzie inicjowane
poprzez zawieszenie stgzonego roztworu biatka w odpowiednim buforze rozwijajacym bezposred-
nio w kuwecie pomiarowej. Mieszanie roztworu bgdzie nastgpowato za pomoca mieszadetka ma-
gnetycznego. Nalezy wykona¢ widmo fluorescencyjne biatka EGFP dla dlugosci fali wzbudzenia
Aex = 280 nm w zakresie od 290 do 550 nm. St¢zenie biatka nie powinno przekracza¢ 2 uM. Do za-
dan studenta nalezy dalszy dobor ustawien parametréw spektrofluorymetru. Nalezy pamigta¢ o wy-
konaniu pomiaréw widm tla.

Do pomiaréw technika zatrzymanego przeptywu w funkcji stgzenia chlorowodorku guanidy-
ny studenci otrzymaja seri¢ roztworéw 50 mM buforu fosforanowego z 300 mM NacCl i r6zng ilo-
scig GdnHCI o pH 8. Mieszanie roztworu biatka 1 buforu denaturujacego bgdzie wystgpowalo w
stosunku 1:10, takze stezenie GAnHCI bedzie dobrane tak, aby konicowe jego stezenie wynosito: 7,5
M,7M,6,5M,6M,5,5M,5M,4,5Mi4 M. Do pomiaroéw ta sama technika w funkcji pH studen-
ci otrzymaja seri¢ roztworé6w 100 mM buforu fosforanowego z dodatkiem réznej ilosci kwasu sol-
nego. Rowniez tutaj po zmieszaniu biatka z buforem denaturujacym powinno uzyskac si¢ roztwor o
pH 1, pH 2, pH 3, pH 4, pH 5 i pH 6. W obu przypadkach wyj$ciowe stgzenie biatka EGFP powin-
no wynosi¢ 55 uM. W pomiarach tych nalezy zachowa¢ te same dlugos$ci fali wzbudzenia i obser-
wacji, jak przy pomiarach na spektrofluorymetrze. Dobdr szerokos$ci szczelin monochromatorow
oraz napigcia na fotopowielaczu nalezy do studenta. Technika zatrzymanego przeptywu wymaga,
aby pomiar w odpowiednich warunkach zostat wykonany kilkakrotnie. Zaleca si¢ wykonanie 10 po-
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wtorzen dla kazdego warunku oraz policzenie z nich $redniej, jesli przebiegi sa takie same. Nalezy
takze pamigta¢ o wykonaniu pomiaru tta, a wigc przebiegu mieszania buforu, w ktorym znajduje si¢
biatko z odpowiednim buforem rozwijajacym.

Nalezy dokona¢ analizy uzyskanych danych:
* w przypadku wszystkich pomiaréw czasowych nalezy dopasowa¢ odpowiednia funkcje we-

dtug wzoru (1)
* w przypadku pomiaru czasu rozwijania w funkcji stgzenia GdnHCI na spektrofluorymetrze
nalezy wykresli¢ czas rozwijania biatka w zaleznos$ci od stgzenia GdnHCI 1 ocenié, czy wi-

doczne jest wystgpowanie intermediatu rozwijania
* w przypadku pomiarow stacjonarnych w funkcji pH nalezy wyznaczy¢ potozenie maksi-

mum pasma tryptofanowego oraz jego intensywno$¢ w zaleznos$ci od pH, a takze wykresli¢
zaleznos$¢ intensywnosci fluorescencji chromoforu w zaleznosci od pH 1 na tej podstawie
oceni¢, czy wystepuje intermediat rozwijania

* w przypadku pomiaréw technika zatrzymanego przeptywu, po wyznaczeniu charaktery-
stycznych czasdw rozwijania, nalezy porownac liczbe faz oraz warto$ci czaséw charaktery-
stycznych pomigdzy stosowanymi denaturantami

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 czeSci mozna zawrzeé opis
przebiegu doswiadczenia lub wyodrgbni¢ go w osobnym akapicie. Nast¢pnie opis powinien zawie-
ra¢ Wyniki i dyskusje z prezentacja danych ich analiza i interpretacja. Nalezy pamigta¢ o podawaniu
odpowiednio zaokraglonego wyniku liczbowego wraz z niepewnoscia oraz o umieszczeniu na kon-
cu opisu Bibliografii, a takze zalacznikow, jesli student uzna to za konieczne.

Kolokwium wste¢pne

Warunkiem przystapienia do czgsci eksperymentalnej jest zaliczenie kolokwium wstgpnego.
Wybor sposobu przeprowadzenia kolokwium wstepnego zalezy od prowadzacego ¢wiczenie. Mate-
riat z zakresu spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej obowiazujacy w czasie kolokwium wstgpnego
zostal przedstawiony w niniejszej instrukcji, podczas wyktadow ,,Spektroskopia Molekularna”,
,Biologia Molekularna” oraz podczas zajec¢ na ,,Pracowni podstaw biofizyki” i w umieszczonej na
koncu instrukcji bibliografii. Mozna takze positkowac si¢ nastepujacymi podrecznikami:

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

o Alfons Kawski Fotoluminescencja roztworow

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

e Joseph R. Lakowicz Principles of fluorescence spectroscopy



Przed kolokwium wstepnym nalezy takze zapoznac si¢ z publikacjami:

v

v

v

S. Enoki, K. Saeki, K. Maki, K. Kuwajima, Acid denaturation and refolding of green fluore-
scent protein, Biochemistry 2004, 43, 14238-14248

J-r. Huang, T. D. Craggs, J. Christodoulou, S. E. Jackson, Stable intermediate states and
high energy barriers in the unfolding of GFP, J. Mol. Biol. 2007, 370, 356-371, z naciskiem
na podrozdziaty ..Chemical denaturation and fluorescence measurements” oraz ..Kinetic stu-
dies on the unfolding of GFP

S-T. D. Hsu, G. Blaser, S.E. Jackson, The folding, stability and conformational dynamics of
[-barrel fluorescent proteins, Chem. Soc. Rev. 2009, 38, 2951-2965, rozdziat 31 4

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

intensywno$¢ promieniowania, ggsto$§¢ promieniowania

molowy wspotczynnik absorpcji (ekstynkceji), integralny wspoétczynnik absorpcji

stan podstawowy, stan wzbudzony, sita oscylatora

wydajno$¢ kwantowa emisji

o O O O

Pomiar emisji promieniowania elektromagnetycznego

schematyczne przedstawienie zasady pomiardw emisji

co rozumiemy pod pojgciem widmo emisji?

co rozumiemy pod pojeciem widmo wzbudzenia?

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

o O O O O O

Stany elektronowe czasteczek:

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

o diagram stanow elektronowych (So, Si, S,, ..., T1, Tb,....) diagram Jabtonskiego

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

o procesy dezaktywacji stanow wzbudzonych, przejscia promieniste i bezpromieniste, cha-
rakterystyczne state czasowe omawianych procesow.

Wiasciwosci absorpeyjne i emisyjne aminokwasow i biatek

o ktore aminokwasy posiadaja wtasciwosci absorpeyjne i emisyjne? Dlaczego?
o charakterystyka spektralna aminokwasow aromatycznych

° szczegolne wlasnosci tryptofanu

o w jaki sposdb mozna spektralnie bada¢ biatka?

Bialko zielonej fluorescencji (GFP)

© budowa i dziatanie GFP

o wplyw mutacji na F64L 1 S65T na GFP
o wtlasnosci spektralne EGFP

© rozwijanie biatka GFP
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Przygotowanie odczynnikow:

* Do pomiaréow stopped-flow: 50 mM fosforan, 300 mM NaCl z dodatkiem GdnHCI o
nastepujacych stezeniach: 8,25 M, 7,7 M, 7.15 M, 6,6 M, 6,05 M, 5,5 M, 4,95 M i 4,4 M.(po
50 ml); EGFP o stezeniu 55 uM w buforze 50 mM fosforan, 300 mM NaCl, pH 8

* Do pomiaréw na spektrofluorymetrze: 50 mM fosforan, 300 mM NaCl bez GdnHCI oraz z
6M GdnHCI, pH 8 (po 250 ml); stezony roztwor EGFP w buforze j.w.

* Do pomiaréw stopped-flow: seri¢ buforow 100 mM fosforan o pH takim, zeby po
zmieszaniu w stosunku 1:10 z biatkiem, ktore bgdzie w buforze o pH 8 (1 czg$¢ biatka, 10
czesci buforu), uzyska¢ pH 1, pH 2, pH 3, pH 4, pH 5, pH 6 (po 50 ml); EGFP o stezeniu 55
uM w buforze 100 mM fosforan, pH 8

* Do pomiardéw na spektrofluorymetrze: seri¢ buforéw 100 mM fosforan o pH 1, pH 1,5, pH
2,pH 2,5, pH 3, pH 3,2, pH 3,6, pH 4, pH 4,2, pH 4,6, pH 5, pH 5,2, pH 5,6, pH 6, pH 6,5
pH 7, pH 7,5 1 pH 8 (po 50 ml); stgzony roztwor EGFP w dowolnym buforze
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