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Cel ¢éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest obserwacja 1 pordwnanie procesu zwijania biatka zielonej
fluorescencji, a dokladnie mutanta o wzmocnionej fluorescencji EGFP (Enhanced Green
Fluorescent Protein, F64L/S65T-GFP). Biatko zostanie wcze$niej zdenaturowane zwiazkiem
chaotropowym, jakim jest chlorowodorek guanidyny (GdnHCI), lub poprzez zakwaszenie
roztworem buforu fosforanowego o pH 1. Zostanie przeprowadzony pomiar kinetyki zwijania przy
uzyciu techniki zatrzymanego przeptywu w celu wyznaczenia i porownania migdzy denaturantami
charakterystycznych czasow reakcji. Czasowy przebieg zwijania w funkcji stgzenia GdnHCI bedzie
przeprowadzony za pomoca spektrofluorymetru. Rowniez dla czasow charakterystycznych
dluzszych niz jest to mozliwe dla techniki zatrzymanego przeptywu, zostanie przeprowadzony
pomiar za pomoca spektrofluorymetru.

Wstep

Wilasciwosci absorpceyijne i emisyjne aminokwasow i bialek

Biatka oraz peptydy skladaja 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 wtasciwosci
absorpcyjne 1 emisyjne w zakresie bliskiego nadfioletu (Rys. 1). Za wlasciwosci te odpowiadaja
wystepujace w strukturze wymienionych aminokwasow pierscienie aromatyczne zawierajace
sprzgzony uktad n-elektronowy.
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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 wnetrzu 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.

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 tancuch polipeptydowy
najprawdopodobniej przebiega wedlug zdefiniowanych S$ciezek zwijania tworzacych rozne
mechanizmy. Dwoma najbardziej skrajnymi zachowaniami w zwijaniu biatek 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 III-rzegdowa. W ramach modelu szkieletowego mozna wyrdzni¢ mechanizmy:

e dyfuzyjno-zderzeniowy — najpierw tworzy si¢ struktura II-rzedowa, ktéra nast¢pnie poprzez
dyfuzje 1 zderzanie si¢ ze soba tych struktur prowadzi do ich taczenia si¢ i utworzenia
struktury I1I-rzedowej

e nukleacji — jadro bialka tworzy si¢ wolno, lecz po jego utworzeniu nastepuje szybkie
strukturyzowanie si¢ wtasciwej konformac;ji.

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 nast¢pnej kolejnosci pojawia si¢ struktura II-
rzedowa. Zanim biatko zwinie si¢ prawidtowo, mozna zaobserwowac stan nazywany struktura
stopionej globuli (ang. molten globule). Bialko w tej postaci zawiera jadro hydrofobowe oraz
strukture II-rzgdowa 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.
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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



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 wystgpuja dodatkowo stany posrednie, intermediaty (I), ktore wptywaja
na szybko$¢ zwijania (Rys. 2, prawy panel). Prawdopodobnie intermediaty wystepuja w kazdym
przypadku zwijania, jednak dla bialek zwijajacych sig jednoetapowo intermediaty te sa nieuchwytne
w badaniach, dlatego Ze sa nietrwate, wysokoenergetyczne (wystepuja w lokalnych minimach o wy-
sokiej energii) i nie maja wplywu na szybko$¢ zwijania.

Bialko zielonej fluorescencji
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
akworyng. W 2008 r. Osamu Shimomura, Martin Chalfie oraz Roger Y. Tsien otrzymali nagrodg
Nobla w dziedzinie chemii za odkrycie 1 rozwdj metod pozwalajacych na zastosowania biatka
zielonej fluorescencji w biotechnologii. GFP naturalnie wystgpuje w meduzie Aequorea victoria i
tworzy z akworyna uklad sprawiajacy, ze zdenerwowana meduza zaczyna swieci¢. Akworyna, ktora
ma zwiazana kolentrazyng (pigment wystgpujacy w pewnych jamochtonach), pod wpltywem
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 i emisj¢ o zielonej
barwie.

Bialko zielonej fluorescencji jest nieduzym biatkiem (ok. 27 kDa, 238 aminokwasoéw) o
strukturze B-kartkowej tworzacej beczke przykryta petlami 1 helikalnymi fragmentami tancucha
polipeptydowego. W $rodku, wzdhuz osi beczki, biegnie a-helisa zawierajaca chromofor
(p—hydroksybenzylidienoimidazolinon), a u jej podstawy znajduje si¢ jedyny w tym biatku
tryptofan (Rys. 3). Odleglo$¢ 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 i 12 fenyloalanin, 2 cysteiny nie tworzace ze soba mostka disiarczkowego oraz 10
prolin, z czego tylko jedna znajduje si¢ w konformacji cis.

Rys. 3 Struktura mutanta F64L/S65T-GFP (lewy panel, PDB 2YO0G) oraz wngtrze B-beczki z chromoforem (z6tty) i
tryptofanem 57 (czerwony) (prawy panel).



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 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 zmiana
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 cala populacja biatka ma chromofor w formie zjonizowanej. Maksima absorpcji dla
biatka EGFP obserwuje si¢: dla aminokwasow aromatycznych w 278 nm oraz dla chromoforu w
489 nm. Doswiadczalnie wyznaczone wspdlczynniki ekstynkcji w pH 7,3 wynosza odpowiednio
€277 =21 000 M'cm™ oraz €453 = 38 000 M'cm™ (Seifert et al., 2002). Maksima emisji obserwuje si¢
w 336 nm dla aminokwasow aromatycznych i w 509 nm dla chromoforu, co nadaje biatku
jaskrawe, zielono-z6lte zabarwienie.
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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

Odwracalna denaturacja biatka moze zosta¢ osiagnigta m.in. przez uzycie zwiazku
chaotropowego takiego jak mocznik czy chlorowodorek guanidyny (GdnHCI) lub tez poprzez
zakwaszanie $rodowiska. Denaturujace dzialanie GdnHCI opiera si¢ na zaburzeniu oddziatywania
biatka ze srodowiskiem ze wzgledu na zakldcenie sieci wigzan wodorowych wody w roztworze. Z
kolei zakwaszanie powoduje nagromadzenie tadunku dodatniego na powierzchni wigkszosci bialek,
co skutkuje wystapieniem niekorzystnych dla molekuty oddziatywan elektrostatycznych, a takze
wptywa na warto$ci statej asocjacji tancuchow bocznych kwasu glutaminowego i asparaginowego.
Renaturacja odbywa si¢ poprzez powrdt do warunkéw korzystnych dla biatka, czyli poprzez
rozcienczenie czynnika chaotropowego lub neutralizacje kwasu. Obecna wiedza dotyczaca
powtdrnego zwijania GFP opiera si¢ na eksperymentach i symulacjach prowadzonych na réznych
mutantach tego biatka, przede wszystkim na GFPuv (nazywane takze Cycle3) oraz sfGFP (tzw.
superfolder GFP). Duzy wplyw na zwijanie ma obecno$¢ chromoforu, ktora sprawia, ze tzw. pejzaz
zwijania® staje si¢ bardziej wyboisty (przyklad Rys. 5). Oznacza to, ze pojawiaja si¢ bariery

*Pejzaz zwijania jest to 3-wymiarowy sposob przedstawienia mozliwych konformacji biatka zaleznie od energii i
topologii tancucha polipeptydowego; ksztaltem przypomina lejek, gdyz wraz z postgpujacym zwijaniem nastepuje
redukcja dostgpnych dla biatka standw; szeroka czgs$¢ lejka opisuje dostgpne stany zdenaturowane, natomiast zwegzenie
jest globalnym minimum osigganym przez stan natywny; lokalne minima energetyczne stanowia dodatkowe ,,doliny”
lejka, natomiast bariery energetyczne sa przedstawione jako ,,wypigtrzenia” pejzazu.
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energetyczne oraz mozliwos¢ wystapienia dodatkowych stanow posrednich w poréwnaniu z tym
samym biatkiem, ktére chromoforu jeszcze nie posiada. Wigkszo$¢ biatek zwija si¢ w czasie od
milisekund do minut i w pordwnaniu z innymi niewielkimi biatkami globularnymi GFP zwija si¢
powoli. W zaleznos$ci od stosowanego denaturanta obserwowane byty kinetyki zwijania o ro6znej
ztozono$ci. Na przyktad zwijanie biatka ze stanu zdenturowanego 8 M mocznikiem obserwowane
poprzez fluorescencje chromoforu przebiegato dwuetapowo: 1, = 41 s, 1, = 410 s. Wowczas po raz
pierwszy zaproponowano, ze GFP prawdopodobnie zwija si¢ wedlug mechanizmu réwnoleglych
sciezek zwijania. Wolniejsza i1 szybsza droga zwijania zalezatyby wowczas od konformacji cis lub
trans prolin biatka w stanie rozwinigtym. Podobnie podczas zwijania biatka zdenaturowanego 6 M
GdnHCI przebieg byl dwuetapowy, jednakze o czasach 1, = 263 s i 1, = 1064 s. Podczas badan nad
rownowagowym zwijaniem GFP w roznych stezeniach GdnCl zauwazono wyst¢gpowanie stanu
posredniego o strukturze podobnej do natywnej, sktadajacy si¢ w przewadze ze struktur II-
rzegdowych. Intermediat ten jest bardzo elastyczny, a biatko bardzo szybko ze stanu

& LY _J. . zdenaturowanego przyjmuje struktur¢ stanu posredniego Z
f:::_ i ::?, untsea kolei przejscie od stanu posredniego do natywnego jest bardzo
=~  powolne. Badania nad kinetyka zwijania w funkcji pH

N /

wskazuja na wieloetapowe zwijanie GFP. Potwierdza to
|/ wczesniejsze zalozenia, ze zwijanie zalezy od konformacji

prolin bialka w stanie zdenaturowanym. Zwijanie moze

Enargy

nastepowac szybka lub wolna $ciezka (Rys. 2, prawy panel).
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Faza kolapsu fancucha polipeptydowego jest na tyle szybka, ze
nie  jest rejestrowana  przez  dostgpna  aparaturg.

Prawdopodobnie podczas tej fazy nastgpuje upakowanie
tryptofanu do hydrofobowego jadra bialka. Nastgpnie powstaje
Fazatram
Rys. 5 Przyktadowy pejzaz zwijania; u
gory stan zdenaturowany, u dotu stan  chromofor sa na tyle blisko siebie, ze wystepuje migdzy nimi

intermediat o zwartej strukturze, w ktorym tryptofan i

rﬁat(}églrllzj ;8041‘])3 - stany posrednie (za P. yrangfer energii, co mozna zaobserwowa¢é w pomiarach
’ fluorescencyjnych. W pozniejszych badaniach stwierdzono, ze
posrod roznych standw posrednich powstaje takze intermediat o charakterze stopionej globuli, w
ktérym z powodu braku wlasciwej struktury biatka niemozliwa jest fluorescencja chromoforu. Na
dzien dzisiejszy sugeruje sig¢, ze zwijanie GFP ma przynajmniej 6 faz, ktére stanowia uklad
rownolegtych $ciezek zwijania.
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2 roztworami element mieszajacy trafiaja do komorki optycznej. Mie-

Rys. 6 Schemat aparatu zatrzymanego przeptywu 6
(za M. Narczyk, praca magisterska 2006)



szacz powoduje szybkie mieszanie sktadnikéw i do kuwety trafia homogenny roztwor. Do cieczy o
duzej réznicy gestosci czgsto potrzebne sa elementy mieszajace specjalnie do tego przygotowane.
Wraz z postgpujacym przeptywem roztwordéw wyjsciowych napelniana jest strzykawka zatrzymuja-
ca, ktorej tlok blokuje si¢ po uzyskaniu zadanej objgtosci, co jednoczesnie zatrzymuje przeptyw w
catym aparacie. Zatrzymanie przeptywu rozpoczyna rejestracj¢ obserwowanego procesu. Wszystkie
opisane wyzej czynnos$ci trwaja zazwyczaj kilka milisekund i jest to tzw. czas martwy aparatu.
Technike¢ zatrzymanego przeptywu stosuje si¢ w polaczeniu z pomiarami absorpcyjnymi, emisyjny-
mi i dichroizmu kotowego.

Metodyv analizy danvch

Do opisu kinetyki zwijania biatka stosowano model wieloeksponencjalny [4,5,6,7]

t

T

I=) A exp +A

(1)
gdzie:
I — intensywno$¢ sygnatu (sygnatl absorpcyjny, emisyjny, dichroizmu kotowego)
A; — amplituda i-tej fazy procesu
7, — czas charakterystyczny i-tej fazy procesu
Ains — wWyraz wolny

Bywa, ze przydatna staje si¢ modyfikacja wzoru (1) do postaci

I= Z A,-exp

_—t) +a-t+b

T
)

gdzie:

a — wspotczynnik kierunkowy prostej

b — wyraz wolny,

woweczas prosta opisuje fragment eksponencjalny, ktory nie zostal catkowicie zarejestrowany w

trakcie pomiaru lub zjawisko fotowygaszania (ang. photobleaching) fluoroforu.

Nalezy dopasowa¢ 1 wybra¢ najlepiej pasujacy do uzyskanych danych model (tzn. sume
odpowiedniej liczby funkcji eksponens i ewentualnie zastosowa¢ proponowana modyfikacje), po
uwzglednieniu uzyskanych parametrow dopasowan i ich niepewnosci oraz analizy odchylen
residualnych. Na podstawie otrzymanej liczby faz i czaséw charakterystycznych mozna prébowaé
dokona¢ interpretacji poszczegdlnych proceséw wystepujacych podczas zwijania biatka.

Przebieg ¢wiczenia

W pierwszej czesci ¢wiczenia nalezy wykona¢ pomiary za pomoca techniki zatrzymanego
przeptywu. Proces zwijania bedzie inicjowany poprzez zmieszanie w stosunku 1:10 zdenaturowane-
go biatka w 50 mM buforze fosforanowym z 300 mM NaCl i 6 M GdnHCI1 z buforem o odpowied-



nio mniejszym st¢zeniu chlorowodorku guanidyny. Poczatkowe stgzenie biatka powinno wynosi¢
55 uM. Planowane koncowe st¢zenie GdnHCI powinno wynosi¢ 1,5 M, 1M, 0,8 M, 0,5 M. Kazdy
bufor zwijajacy powinien zawiera¢ -merkaptoetanol — czynnik redukujacy zapobiegajacy tworze-
niu si¢ mostkow disiarczkowych. Koncowe stgzenie B-merkaptoetanolu w kuwecie pomiarowej po-
winno wynosi¢ ~14 mM. Stezenie przy ktorym chlorowodorek guanidyny nie powinien przeszka-
dza¢ biatku w zwijaniu to 0,1 M. Kinetyki zwijania w stezeniach nizszych niz 0,5 M GdnHCI zosta-
na zmierzone na spektrofluorymetrze.

Pomiary na spektrofluorymetrze w funkcji stgzenia GdnHCI beda wygladaly podobnie, jak
przy technice zatrzymanego przeplywu, z ta réznica, ze bufor zwijajacy nalezy przygotowa¢ samo-
dzielnie z buforéw: bez GdnHCI oraz z 6M GdnHCI. Mieszanie sktadnikoéw bedzie nastgpowato
bezposrednio w kuwecie za pomoca mieszadetka magnetycznego. Bufor zwijajacy powinien zawie-
ra¢ B-merkaptoetanol tak, aby jego koncowe st¢zenie wynosito ~14 mM. Koncowe stgzenie biatka
powinno wynosi¢ ok. 2 uM. Koncowe stezenie chlorowodorku guanidyny, przy ktérych bedzie ob-
serwowane zwijanie to 0,8 M, 0, 6 M, 0,5 M, 0,3 M, 0,1 M oraz ~0 M.

Pomiary zwijania biatka rozwinigtego przez zakwaszenie réwniez beda przeprowadzone za
pomoca techniki zatrzymanego przeptywu oraz na spektrofluorymetrze. Proces zwijania bedzie ini-
cjowany poprzez zmieszanie w proporcji 1:1 (lub 1:10) probki biatka zdenaturowanego w 100 mM
roztworze buforu fosforanowego pH 1 z alkalizujacym buforem zwijajacym. Koncowe pH buforu
powinno wynosi¢ pH 8 — taki rodzaj eksperymentu z powodu nagtej, a nie stopniowej, zmiany pH
nazywany jest skokiem pH (z ang. pH-jump). Bufor zwijajacy powinien zawiera¢ [3-merkaptoetanol
tak, aby jego koncowe stezenie wynosito ~14 mM. O ile w przypadku pomiaréow technika zatrzy-
manego przeptywu bedzie mozna obserwowac szybkie czasy zwijania, o tyle dtuzsze fazy za pomo-
ca spektrofluorymetru. Poszukiwany jest czas, w ktorym przestana zachodzi¢ jakiekolwiek zmiany
badanego sygnatu.

W kazdym przypadku kinetyka bedzie obserwowana dwutorowo: poprzez obserwacje zmian
fluorescencji tryptofanu A = 280 nm, Aem = 310 nm oraz poprzez obserwacje fluorescencji chromo-
foru Aex = 489 nm, A = 509 nm. Kazdorazowo dobdr szerokosci szczelin oraz napigcia na fotopo-
wielaczu nalezy do wykonujacych ¢wiczenie.

Analizujac dane nalezy dopasowac¢ odpowiednia funkcj¢ wedlug wzoru (1) lub (2). Nalezy porow-
na¢ ze soba czasy charakterystyczne dla zwijania w funkcji chlorowodorku guanidyny mierzone
technika zatrzymanego przeplywu oraz mierzone na spektrofluorymetrze. Nalezy sprawdzi¢, czy
wyniki migedzy tymi dwiema technikami sa spojne, czy tez wystgpuje migdzy nimi rdznica. Jesli sa
roézne, nalezy sprobowacé wyjasni¢ dlaczego. Podobna analiz¢ nalezy przeprowadzi¢ dla pomiaréw
przy skoku pH. Na koniec nalezy poréwnac ze soba czasy zwijania migdzy zastosowanymi denatu-
rantami:
» dla techniki zatrzymanego przeptywu zwijanie wskutek skoku z pH 1 do pH 8 oraz przejscia
ze stezenia 6 M GdnHCI do stezenia 0,5 M
* dla pomiaréw na spektrofluorymetrze zwijanie wskutek skoku z pH 1 do pH 8 oraz przejscia
ze stezenia 6 M GdnHCI do stgzenia ~0 M



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 do§wiadczenia 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 wst¢pne

Warunkiem przystapienia do czgsci eksperymentalnej jest zaliczenie kolokwium wstepnego.
Wybdr sposobu przeprowadzenia kolokwium wstgpnego zalezy od prowadzacego ¢wiczenie. Mate-
rial z zakresu spektroskopii absorpcyjnej 1 emisyjnej obowiazujacy w czasie kolokwium wstepnego
zostal przedstawiony w niniejszej instrukcji, podczas wyktadow ,,Spektroskopia Molekularna”,
,Blologia Molekularna” oraz podczas zaj¢¢ na ,,Pracowni podstaw biofizyki” 1 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

e 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 H. Fukuda, M. Arai, K. Kuwajima, Folding of Green Fluorescent Protein and the Cycle 3
mutant, Biochemistry 2000, 39, 12025-12032

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

v S. Enoki, K. Maki, T. Inobe, K. Takahashi, K. Kamagata, T. Oroguchi, H. Nakatani, K. To-
moyori, K. Kuwajima, The equilibrium unfolding intermediate observed at pH 4 and its re-
altionship with the kinetic folding intermediates in green fluorescent protein, Journal of Mo-
lecular Biology 2006, 361, 969-982

ktore 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

intensywno$¢ promieniowania, ggsto$¢ promieniowania

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

wydajnos$¢ kwantowa emisji

Pomiar emisji promieniowania elektromagnetycznego

o O O O O O

schematyczne przedstawienie zasady pomiaro6w emisji

co rozumiemy pod pojgciem widmo emisji?

co rozumiemy pod pojgciem widmo wzbudzenia?

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

Stany elektronowe czasteczek:

pojecie orbitali molekularnych, co oznaczaja symbole o, o*, w, 7%, n

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

mozliwe przejscia absorpcyjne 1 wzgledne potozenie odpowiadajacych im pasm na skali
czestosci promieniowania elektromagnetycznego

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

Wiasciwosci absorpeyjne 1 emisyjne aminokwasow 1 biatek

o

e}
e}
e}

ktore aminokwasy posiadaja wtasciwosci absorpcyjne i emisyjne? Dlaczego?
charakterystyka spektralna aminokwas6w aromatycznych

szczegOlne wlasnosci tryptofanu

w jaki sposob mozna spektralnie bada¢ biatka?

Zwijanie biatek, modele procesu zwijania biatek

Biatko zielonej fluorescencji (GFP)

O O O O

budowa i dziatanie GFP

wplyw mutacji na F64L 1 S65T na GFP

wlasnosci spektralne EGFP

zwijanie biatka GFP przy denaturacji kwasnej 1 denaturantem chaotropowym
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Przygotowanie odczynnikow:

Bialko

GdnHCI: Rozwina¢ biatko w buforze 50 mM fosforan, 300 mM NaCl, 6 M GdnHCI i inkubowaé w
przez 10 min. w temp. 95 °C. Dla upewnienia sig, ze bialko si¢ rozwingto, mozna dokona¢ pomiaru
widma fluorescencyjnego A = 280 nm obserwacjia 290-550 nm. Chromofor nie powinien $wieci¢,
a w zakresie UV powinny by¢ widoczne w miarg rozdzielone pasma tyrozynowe (Amsx = 307 nm) i
tryptofanowe (Amax ~340-350 nm). Do wyznaczenia st¢zenia powinno da¢ sie skorzystaé ze
wspolczynnika ekstynkcji €:50 = 21000 M'cm’!

pH: Biatko rozwija si¢ poprzez rozcienczenie zwinigtego biatka w buforze 100 mM fosforan pH 1,
a nastgpnie dializuje si¢ t¢ probke przez noc w buforze pH 1. W celu wyznaczenia st¢zenia biatka
korzysta si¢ ze zmodyfikowanych przez mnozniki wspotczynnikow ekstynkcji: €' = 21000/1,19
=17647 M'em™ oraz £'s3 = 38000/2,1 = 18095 M'cm™.

W obu przypadkach by¢ moze trzeba bgdzie odwirowac lub przefiltrowa¢ biatko, zeby pozbyc¢ sig
agregatow.

Bufory

Do pomiarow stopped-flow w funkeji stezenia GAnHCI zestaw po 50 ml buforéw 50 mM fosforan,
300 mM NaCl oraz a) 0 M GdnHCI b)0,3 M GdnHCI ¢) 0,5 M GdnHCI d) 1,05 M GdnHCI;
wszystkie pH 8. Przed pomiarami nalezy odla¢ potrzebna na dany dzien objgtos$¢ i dodac
B-merkaptoetanol 1ul na 1 ml buforu. (rozcienczy¢ 1000 x). Stezenie biatka 55 uM.

Do pomiaréw na spektrofluorymetrze nalezy przygotowac po 250 ml buforéw 50 mM fosforan, 300
mM NaCl bez GdnHCI oraz z 6 M GdnHCI oraz biatko o st¢zeniu ~1,2 mM (rozwina¢ w stezeniu
~kilkadziesiat uM, a potem zatezy¢)

Do pomiaréw skoku pH nalezy przygotowaé bufor pH 1 (100 mM NaH,PO, + HCI) oraz bufor
zwijajacy w zaleznosci od ustawien stopped-flow. Najprawdopodobniej bufor zwijajacy powinien
po zmieszaniu w proporcji 1czg$¢ buforu pH 1 1 10 czgsci buforu alkalizujacego da¢ pH 8. Druga
opcja to po zmieszaniu 1:1 buforu pH 1 i buforu alkalizujacego powinien dawa¢ pH 8. Bufor
alkalizujacy: 100 mM Na,HPO, +NaOH - najlepiej przygotowa¢ go w nastepujacy sposob
zmiesza¢ pol na pot 200 mM Na,HPO, z odpowiednio zmieszana 1 M NaOH z H,O; manipulujac
proporcjami NaOH i wody mozna bezpiecznie sterowa¢ koncowym pH mieszaniny nie zmieniajac
stezenia fosforanu. Studenci przenosza te same warunki na spektrofluorymetr, nie trzeba
przygotowywac innych buforéw. Przed pomiarami nalezy odla¢ potrzebna na dany dzien objgtosé
buforu alkalizujacego i doda¢ P-merkaptoetanol 1ul na 1 ml buforu. Stgzenie biatka zalezy od

uzywanych proporcji mieszania: gdy 1:10 — stezenie biatka 55 uM, gdy 1:1 10 uM.
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