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Wyznaczenie parametrow dynamiki rotacyjnej biatka,
na podstawie zaniku anizotropii fluorescencji wewstrznej

I. Wstep

Absorpcja fotonow przez makragsteczki biologiczne (np., kwasy nukleinowe, biatka,
chloroplasty) w zakresie diugd fali 200-400 nm (bliskiego UV) lub povigj 400 nm
(Swiatta widzialnego) mze by wywotana przez spezone wiazania wielokrotne w zasadach
kwasow nukleinowych, aminokwasach aromatycznycyp{ofan, tyrozyna i fenyloalanina -
absorpcja biatek w zakresie bliskiego UV), orazwrakach takie jak chlorofil, karoten -
absorpcja chloroplastow w zakresie widzialnym. @bgswo niska energia wzbudzenia
elektronowego w tych @steczkach jest zwzana z obecrigia zdelokalizowanych vgzan
typu 11, ktére g przyczyn takze ptaskiego charakteru tychasteczek. Casteczki powizane
takim ukladem wjzan zachowuy piask struktug, orbitale p prostopadie do ptaszczyzny
czasteczki mog sk nakladé@ i tworzy¢ wielocentrowe czyli zdelokalizowane orbitale
czasteczkowe tzw. orbitalet. W o0go0Ingci mozemy mowe o stanach elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjnych asteczek, przy czym rodowisku wodnym w laboratorium lub w
srodowisku biologicznych wewatrz zywych komorek lub tkanek najwaiejsze g stany
elektronowo-oscylacyjne. Ponadto w temperaturzeojpokej czsteczki te znajdyj sic w

podstawowym stanie oscylacyjnym podstawowego stdekironowego.

Absorpcja fotonu o energii réwnej zadicy miedzy dozwolonymi stanami elektronowymi
powoduje przdgie casteczki ze stanu podstawowego do wzbudzonego staktronowego,
natomiast przégie odwrotne jest realizowane poprzez egfstonéw zwan fluoresceng.
Zaréwno po absorpcji jak i po emisji kwantwiatta czsteczka mge znale¢ sie w
podstawowym lub wzbudzonym stanie oscylacyjnym. diggvacja bezpromienista stanu
oscylacyjnego odbywaesbardzo szybko i emisja fotonu odbywa gipodstawowego stanu
oscylacyjnego. Absorpcja i emisja zaleod wiaciwosci fizycznych badanej asteczki i jej
oddziatywania z innymi esteczkami (otoczeniem), zarébwno w stanie podstawoyak i

wzbudzonym.



Wybor spektroskopii emisyjnej jako podstawowegozedzia badawczego wynika m.in. z
nastpujacych obserwacji. Po pierwsze, chacimetody spektroskopii emisyjnej standéw
elektronowych cgsteczek biologicznych i ich komplekséw nie udziglégk precyzyjnej
informacji o strukturze jak krystalografia lub sprelskopia wielowymiarowego
magnetycznego rezonansu magnetycznego (NMR), tmane uzné za komplementarne, a
nawet posiadage wiksze maliwosci. Dostarczaj bowiem informacji o strukturze,
oddziatywaniach i dynamice uktadow asteczkowych w roztworze, tj. w warunkach
zblizonych do takich jakie asw zywych komorkach i tkankach. W przypadku biatek
(enzyméw) maemy to sprawdzi m.in. na podstawie pomiaru ich aktywnbkatalitycznej
wobec typowych ligandoéw (substratow, inhibitorow)rap na podstawie wptywu
oddziatywania biatek z ligandami na emisgnacznikdw emisyjnych przyczepionych
kowalencyjnie do biatek i ligandow.

Dyfuzja

Przemieszczanie esilub obrot czsteczek i makrogsteczek w roztworze przy braku sit
zewretrznych jest wywotane dyfuzj odpowiednio translacygnlub rotacyjra. Nieustanne
chaotyczne ruchy, nazywane ruchami Browna, powodngrgia cieplna. Do opisu procesu

dyfuzji rotacyjnej wykorzystywany jest wspotczynrdifuzji rotacyjnej Dgr) oraz zalenos¢
Dr = 1/(6Ek),
gdzie: Gk — czas korelacji rotacyjne;.

Dyfuzja rotacyjna jest odpowiedzialna za depolacjyzfluorescenciji biatka poprzez zanik jej
anizotropii opisany zakmoscia wielowyktadnicz
r(t) = Z roi exp(-t/Gki)

Badania dyfuzji rotacyjnej, najegciej oparte o czasowo-rozdzielcze zaniki anizoiropi
fluorescencji, przyczyniaj sik do pog¢bienia wiedzy o dynamice molekularnej
makrocasteczek biologicznych (biatek). Czasowo-rozdzielczaniki anizotropii r(t)

wyznacza s z rownania

r(t) = (Fw(t) - gFn(D))/(Fudt) + 20Fn(), 9 =FnvFun,



gdzie Fu(t) i Fun(t) — natzenie emisji fluorescencji dla wertykalnej) (i horyzontalnej i)
obserwacji przy wertykalnym wzbudzenfe,(t) i Fnn(t) — natzenie emisji fluorescenc;ji dla

wertykalnej i horyzontalnej obserwacji przy horyrnym wzbudzeniu.

Jako przyktad warto omowipomiary dyfuzji rotacyjnej wykonane dla dehydrogepn
alkoholowej LADH (MW = 2 x 40000) z wiroby konia (Rys. 1), gdzie przewidywana
wartas¢ czasu korelacji rotacyjn&r wynosi 31 ns. Anizotropia fluorescencji LADNexc =
300 nm, zanika od(t = 0) = 0.22 z czasem charakterystycznym korefatacyjnejék = 33
ns. Biatko tego enzymu zawiera dwie reszty tryptofae Trp-15 (eksponowahni Trp-314
(zanurzon). Poza skladnikiem diuggciowym reprezentacym dynamilk (makro-rotacj)
catego biatka obecny jest tak skladnik krotkayciowy reprezentucy mikro-rotacg tych

dwdch sond tryptofanowych.
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Dynamika zaniku anizotropii fluorescencji dehydrogey alkoholowej (LADH) z wtroby
konia



Parametry hydrodynamiczne a ksztalt cz  gsteczki

Wspoiczynnik dyfuzji Dr zalezy od wspoéiczynnika tarcia obotoweds, ktéry z kolei
pozostaje wscistym zwihzku z ksztattem poruszgej st czasteczki. W przypadku gdy
czasteczka jest kdlo promieniuR¢ wspotczynnik tarcid, opisuje wzér Stokesa

f, = 6rmM R = 6 (3Mvy/(4m))*?
gdzien - lepkas¢, M — masa casteczkoways — obgtos¢ specyficzna.

Ze wzgkdu na to,ze sita tarcia zaley od pola powierzchni badanejasteczki, a sfera ma
najmniejsa powierzchn¢ sparod wszystkich bryt geometrycznych o tej samejetuldi,
wspoitczynniki tarcia cgsteczek sferycznychy gawsze mniejsze nniesferycznych.

Ksztatt wikszasci makrocasteczek biologicznych odbiega od ksztattu ideakudii Mozna
jednak zmodyfikowé& wzér tak by opisywat wspoitczynnik tarcfaczasteczek o ksztalcie

sptaszczonej lub wydhonej elipsoidy obrotowej (Rys. 2).

=

Rys. 2
Elipsoidy obrotowe powstaje poprzez obroét elipsy wokét osi matej (elipsospéaszczona,
A) lub powstajce poprzez obrét elipsy wokoét osi wielkiej (elipgaiwydizona, B)

Dlugosci dwoch osi symetrii — wielkiej @ i matej (D) 1 parametrami charakteryagymi

elipsoict obrotova. Wartdci stosunku/f, w zaleznosci od wartdci stosunkua/b (Rys. 2) dla
elipsoid wydhizonych i sptaszczonych zostaly po raz pierwszy abhe przez Perrina s
dostpne w formie tabel. Na przyktad dla waitostosunkua/b = 5 stosunelf/f, wynosi 1.25
lub 1.22, odpowiednio dla elipsoidy wydinej i sptaszczonej. Wako stosunkuf/f, jest
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wiec miar stopnia asymetrii badanej makrasteczki, tj. stopnia w jakim jej ksztalt odbiega
od ksztattu sferycznego.

Wielkos¢ czasu korelacji rotacyjnej moa wyrazé za pomoa masy czasteczkowej, olgtosci

catkowitej i specyficznej makroggteczek biologicznych oraz lepdad i temperatury érodka
Gk = (U/Dg) =nVd/(RT) =nMv/(RT),

gdzie Dr — wspétczynnik dyfuzji rotacyjnej [s-1}7 — lepkdi¢ [kg m's?], Vc - objtosé
catkowita rotujcego biatka [, T — temperatura [K]R - stata gazowa (8.314 Jiol™),

M - masa cgsteczkoways — objtosé specyficzna biatka [fimol™, m®g™ lub mig"].

Wysoki stopié skomplikowania biatek (enzyméw) oraz niski poziamedzy (bio)fizycznej o
podstawowych oddziatywaniach fizycznych (np. wetknr i migdzy-casteczkowych
oddziatywaniach elektrostatycznych) jest nagtgzym zrodiem wielu konkurencyjnych i
wzajemnie wykluczagych s¢ modeli rozpoznawaniaeienzymow i ligandow (substratow,
inhibitorow) jak rownie niescistych i sprzecznych modeli reakcji enzymatycznych
Pracownia dotyczy zbadania zaniku anizotropii l@aljednotryptofanowego, albuminy
surowicy ludzkiej (HSA), okrdenia czasu korelacji rotacyjnejék) i parametrow
hydrodynamicznych biatka, tj. wspotczynnikow dyfumptacyjnej Dr) oraz jego olgtosci
catkowitej i specyficznej. Poelie eda takze proby uogoélnienia obserwacji na wszystkie
enzymy danej wielkai. Projekt pracowni przewiduje taé& wprowadzenie do metodologii
pracy z makrocgteczkami biologicznymi (biatkami) i zapoznanie g nowoczesnymi
technikami spektroskopii fluorescencyjnej wysokiegdzielczéci czasowej. W badaniach
tych uwzgédniony kedzie wplyw temperatury i lepkoi srodowiska wodnego na zanik
anizotropii fluorescencji biatka oraz wielio czasu korelacji rotacyjnej, wspoétczynnikow
dyfuzji rotacyjnej i obgtos¢ biatka.

II. Wymagania przy kolokwium wstepnym

Warunkiem przysipienia do czsci eksperymentalnéwiczenia jest zaliczenie kolokwium
wstepnego. Wybor sposobu przeprowadzenia kolokwiungpvetgo tj forma pisemna czy
ustna, pytania otwarte czy zamétei — naley do prowadzcegocwiczenie.

1. Materiat z zakresu spektroskopii molekularnej apsgjnej i emisyjnej oraz zastosowania
spektroskopii do badania witawosci molekut obowdzujacy w czasie kolokwium
wstepnego jest zawarty np. w kgkach:

KeckiegoPodstawy spektroskopii molekularnej
Barrowa, Wstp do spektroskopii molekularnej



Kowalczyka Fizyka czsteczek
JR Lakowicz Principles of Fluorescence Spectroscopy

2. Materiat z zakresu budowy badanych molekut i ich biologicznej obowizujacy w
czasie kolokwium wsgpnego jest zawarty np. w kgkach:
Fishera i ArnoldaChemia dla biologow, krotkie wyktady
Hamesa i HooperBiochemia, krotkie wyktady

Z ksiazek tych (lub innych podanych nareu opisu w sekcji Literatura) nalg przeczyta
tylko tyle, aby by przygotowanym do omowienia paszych zagadnie

1. Podstawowe definicje zazane z promieniowaniem elektromagnetycznym i poaniar
spektroskopowymi oraz stanami elektronowo-oscylaawi czasteczek.

2. Pomiar absorpcji promieniowania elektromagnetyceneg
-schematyczne przedstawienie zasady pomiarow atjs¢spektrofotometr jedno- i
dwuwiazkowy)
-co rozumiemy pod pegiem widmo absorpcyjne?
-ilosciowy opis absorpcji (parametry pasma spektralnego)
-czynniki determinujce ksztalt i szerokg konturu pasma absorpcyjnego

3. Absorpcyjne widmo elektronowe ze strultwscylacyja i prawo Lamberta-Beera.

Metoda pomiaru widm emisji i wzbudzenia fluszencji oraz zaniku anizotropii
fluorescencji i jej zatenos¢ od czasu:
-czas korelacji rotacyjnej;
-definicja wspoiczynnika dyfuzji rotacyjnej;
-zaleznos¢ czasu korelacji rotacyjnej od maswsteczkowej, olefosci,
lepkaici | temperatury;

[ll. Badane obiekty:

W ¢wiczeniu rejestruje sii analizuje absorpcyjne widma elektronowe roztwondodnych
sktadnikow biatek czyli wybranych aminokwasow omsimmo biatka (albuminy surowicy
ludzkiej).

Badane wtwiczeniu zwazki to:
Wybrane aminokwasy aromatyczne — fenyloalaningtéfan, tyrozyna
Biatko (np. albumina surowicy ludzkiej)

IV. Przebiegéwiczenia:

Studenci otrzymuj przygotowane wczaiej roztwory wodne badanych zygkow (w buforze
o pH 7.0). S4zenie roztworow jest znane i odpowiednie do rejegtnaidm przy wyciu
dostpnych spektrofotometrow. Wszystkie widmaedh rejestrowane dla roztworéw
umieszczonych w kuwetach kwarcowych o digjodrogi optycznej 1 cm. O#tjos¢
badanego roztworu w kuwecie powinnaé¢kywna 2 ml.Cwiczenie wykonywane jest na
spektrofotometrze dwuwzkowym pracujcym w zakresie promieniowania UV-VIS (Varian

50Bio) oraz na spektrofluorymetrze wysokiej rozttzesci czasowej Chronos (ISS).
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Wykonanietwiczenia:

1.

Zapoznanie 8i ze spektrometrem absorpcyjnym pracym w zakresie
promieniowania UV-VIS oraz spektrofluorymetrem wii) rozdzielczéci czasowej
Chronos (ISS).

Sprawdzenie przepuszczadod stosowanego 20mM buforu hepes (pH 7) i kuwet
kwarcowych czyli rejestracja ich widm w zakresi€@200 nm.

Rejestracja widm absorpcyjnych roztworéw tyrozymyptofanu i HSA w zakresie
200-400 nm (zdoln@ rozdzielcza spektrofotometru 1 nm).

Rejestracja wszystkich zanikow anizotropii albumswrowicy ludzkiej w roztworze
wodnym w ktérym lepk& zmniejszala siprzy wzrccie temperatury, jeli lepkas¢ ta
dla poszczegéinych temperatur wyngst 1.1310° kg mi's* (T = 15.4°C), n = 10°
kgs'm™ s* (25°C) in =0.3710° kg mi's’ (T = 44.4°C).

(State fizyczneNa = 6.022 x 16° mol*, R = 8.314 J Kmol™?, ks = 1.38 x 1073 3JK™)

Po rejestracji wszystkich widm pliki nalg przesté na wtasne konto pocztowe lub
przegra na wtasny pendrive. W przypadku plikow rejestroydnprzez niektore
spektrofotometry konieczna jest konwersja plikbwfalonaty tekstowego.

V. Raport z wykonanegoéwiczenia

W opisie ¢wiczenia naley uwzgkdnic Wskp, w ktérym mog by omowione ogdlne

zagadnienia spektroskopii absorpcyjnej i emisyjr@jgpce zwiazek z wykonywanym

zadaniem, orazMlateriaty i metody w ktorych naley przedstawi stosowan aparatug,

badane zwizki i warunki pomiarow. Nasgpnie, w czsci Wyniki i Dyskusjanalery

przedstawd, opis& i zinterpretowa zarejestrowane widma absorpcji, zaniki anizotrapii

wykonane obliczenia czasow korelacji rotacyjnejp@szynnikow dyfuzji oraz olgjosci

catkowitej i specyficznej badanego biatka.

3.

4.

Interpretacja widma kontrolnego kuwety i rozpusheika (wody, buforu). Dlaczego
musimy wywaé kuwety kwarcowej a nie szklanej ?

Analiza zalenosci zarejestrowanych widm absorpcyjnych od budowystezek, tj.
porownanie widm aminokwasow aromatycznych i widrzka.

Jakie g charakterystyczne diugofali absorpcji dla biatek i ich sktadnikow?

Analiza zaniku anizotropii albuminy surowicy llkilgj i wyznaczenie wartei czaséw
korelacji rotacyjnej, wspotczynnikdw dyjuizobjetosci catkowitej i specyficzne;.
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Tabela VII.1: Tabela wspotczynnikéw ekstynkcji i mas molowych badanych zwjzkéw

Jeli nie zaznaczono inaczej, wspoitczynniki dotyciormy neutralnej pidcienia
aminokwasu i zaczerpgto je z: R.M.C. Dawson, D. Elliott, W.H. Elliott,.Kl. Jones (Eds.),
Constituents of RNA and related compounds, andtsgetata and pK values for purines,
pyrimidines, nucleosides, and nucleotides, in: Dfita Biochemical Research, Oxford
University Press, Oxford, 1969, pp. 145-179.

G. D. FasmanHandbook of Biochemistry and Molecular Biology, teins, |, 183-203, CRC
Press, 3 ed., 1976

Zwiazek Dluga¢ Wspotczynnik| pK
fali ekstynkgciji
[nm] M tem?]
Tyrozyna 274 1400 10.7°
Tryptofan 278 5600 *
HSA 278

*Nie wystepuje jonizacja w olabie piekcienia heterocyklicznego
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