PRACOWNIA Z BIOFIZYKI
DLA ZAAWANSOWANYCH

Cwiczenia laboratoryjne dla studentéw III roku kierunku
»Zastosowania fizyki w biologii i medycynie”

Biofizyka molekularna

Zastosowanie spektrofluorymetrii
czasowo-rozdzielczej w badaniach bialek
(PB39)



* o

2z @

g S
Rsovie®

NERSz,
SR UNIA EUROPEJSKA X
KAPITAL LUDZKI EUROPEISKI |+ *
NARODOWA STRATEGIA SPOINOSCI * FUNDUSZ SPOLECZNY Xy
Projekt Fizyka wobec wyzwari XXI wieku wspotfinansowany ze srodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego

PB39
Zastosowanie spektrofluorymetrii czasowo-rozdzielczej
w badaniach bialek

. Wstep

Absorpcja fotondw przez makroczasteczki biologiczne (np., kwasy nukleinowe, bialka,
chloroplasty) w zakresie dlugosci fali 200-400 nm (bliskiego UV) lub powyzej 400 nm
($wiatta widzialnego) moze by¢ wywotana przez sprz¢zone Wigzania wielokrotne w zasadach
kwasow nukleinowych, aminokwasach aromatycznych (tryptofan, tyrozyna i fenyloalanina -
absorpcja biatlek w zakresie bliskiego UV), oraz barwnikach takie jak chlorofil, karoten -
absorpcja chloroplastow w zakresie widzialnym. Stosunkowo niska energia wzbudzenia
elektronowego w tych czasteczkach jest zwigzana z obecnoscig zdelokalizowanych wigzan
typu =, ktore sa takze przyczyna plaskiego charakteru tych czasteczek. Czasteczki powigzane
takim ukladem wigzan zachowuja plaska strukture, orbitale p prostopadie do plaszczyzny
czagsteczki moga si¢ naklada¢ 1 tworzy¢ wielocentrowe czyli zdelokalizowane orbitale
czasteczkowe tzw. orbitale m. W ogodlnosci mozemy mowié 0 stanach elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjnych czasteczek, przy czym w $rodowisku wodnym w laboratorium lub
w Srodowisku biologicznych wewnatrz Zywych komorek lub tkanek najwazniejsze sg stany
elektronowo-oscylacyjne. Ponadto w temperaturze pokojowej czasteczki te znajdujg sig¢

w podstawowym stanie oscylacyjnym podstawowego stanu elektronowego.

Absorpcja fotonu o energii rownej réznicy miedzy dozwolonymi stanami elektronowymi
powoduje przejscie czasteczki ze stanu podstawowego do wzbudzonego stanu elektronowego,
natomiast przej$cie odwrotne jest realizowane poprzez emisj¢ fotondéw zwang fluorescencja.
Zarébwno po absorpcji jak 1 po emisji kwantu $wiatla czasteczka moze znalez¢ sig
w podstawowym lub wzbudzonym stanie oscylacyjnym. Dezaktywacja bezpromienista stanu
oscylacyjnego odbywa si¢ bardzo szybko i emisja fotonu odbywa si¢ z podstawowego stanu

oscylacyjnego. Absorpcja i emisja zalezg od wlasciwosci fizycznych badanej czasteczki i jej



oddziatywania z innymi czgsteczkami (otoczeniem), zardbwno w stanie podstawowym jak

i wzbudzonym.

Wybor spektroskopii emisyjnej jako podstawowego narzedzia badawczego wynika m.in.
z nastepujacych obserwacji. Po pierwsze, chociaz metody spektroskopii emisyjnej stanow
elektronowych czasteczek biologicznych i ich kompleksow nie udzielajg tak precyzyjnej
informacji o strukturze jak krystalografia lub spektroskopia wielowymiarowego
magnetycznego rezonansu magnetycznego (NMR), to mozna je uzna¢ za komplementarne,
a nawet posiadajace wicksze mozliwosci. Dostarczajg bowiem informacji o strukturze,
oddziatywaniach i1 dynamice uktadoéw czasteczkowych w roztworze, tj. w warunkach
zblizonych do takich jakie sa w zywych komorkach i tkankach. W przypadku biatek
(enzymdéw) mozemy to sprawdzi¢ m.in. na podstawie pomiaru ich aktywnosci katalitycznej
wobec typowych ligandow (substratow, inhibitoréw) oraz na podstawie wplywu
oddziatywania biatlek z ligandami na emisj¢ znacznikdw emisyjnych przyczepionych

kowalencyjnie do biatek i ligandow.

I.1 Funkcja wielowyktadnicza opisujgca zanik fluorescencji

Wptyw $rodowiska i oddziatywan z ligandami odzwierciedlony jest w zaniku fluorescencji

biatka opisanym zaleznoS$cig wykladnicza

t
(1) = A exp(——)
To
lub wielowyktadnicza
M
t
1= A exp(—r—)
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Badania czynnikow, najczgsciej oparte o czasowo-rozdzielcze zaniki natezenia fluorescencji,

przyczyniaja si¢ do poglebienia wiedzy o makroczasteczkach biologicznych (biatkach).

Czasowo-rozdzielcze zaniki natezenia fluorescencji I(t) wyznacza si¢ z rGwnania
I(t) = Z fi exp(-t/5) oraz fi = Aui w/(Z Aoj7),

gdzie f; — udziaty i-tej sktadowej emisji fluorescencji opisanej charakterystycznym czasem

zaniku (7). Konsekwentnie $redni czas zaniku fluorescencji dany jest wzorem



I.2 Funkcja potegowa opisujaca zanik fluorescencji

Model wielowyktadniczy dyskretnych i nieoddziatywajacych sktadnikoéw, pomimo jego
historycznych zastug, bardzo czgsto nie jest wystarczajacy do opisu zanikow fluorescencji w
heterogenicznych uktadach biologicznych sktadajacych si¢ miedzy innymi z bardzo duzych
makroczgsteczek biatkowych 0 ogromnej liczbie stopni swobody i stanéw energetycznych.

Ciagly rozktad czasoéw zycia fluorescencji P(t) oraz funkcje zaniku fluorescencji
t
I(,t) = P(D)exp(—Y)  zamiast 1(t)=A, exp(-—)
2 0
lub
T t : M t
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sg bardziej odpowiednie. Wedlug tego modelu funkcja zaniku powinna by¢ ,,sumg”
indywidualnych zanikéw z wagami P(t). Dla zlozonego przypadku z N $ciezkami zaniku

opisanych statymi kinetycznymi y; = 1/7;

722:11%

parametr heterogenicznosci (g) okreSlony jest przez wzgledna wariancj¢ rozktadu
o = <(y—<y>)*>/<y>? i liczbe $ciezek zaniku N (J. Wiodarczyk & B. Kierdaszuk, Biophys. J.
85:589-598)
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1.3 Zanik emisji fluorescencji dehydrogenazy alkoholowej

Jako przyklad warto omowi¢ pomiary I analiz¢ zaniku emisji fluorescencji dehydrogenazy
alkoholowej z watroby konia (LADH) (MW = 2 x 40000) (Rys. 1), gdzie przewidywana
warto$¢ $redniego charakterystycznego czasu zaniku fluorescencji wynosi <z> = (5.78+/-
0.09) ns i <z,> = (5.5+/-0.2) ns, odpowiednio dla modelu wielowyktadniczego i potegowego
Aexclhem 275/338 nm. Bialko tego enzymu zawiera dwie reszty tryptofanowe Trp-15
(eksponowang) i Trp-314 (zanurzong), ktore znajduja si¢ odpowiednio w hydrofilowym
i hydrofobowym otoczeniu.

fluorescencji jak i na charakterystyczne czasy zaniku (Lakowicz et al., J. Fluoresc. 6:51-59,

Otoczenie to wplywa zaré6wno na polozenie pasm emisji ich

1996) reprezentujace te dwie sondy tryptofanowe.
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Rys. 1 Kinetyka zaniku nat¢zenia fluorescencji dehydrogenazy alkoholowej z watroby konia

(LADH)



1.4 Zanik emisji fluorescencji zredukowanego nikotynamidu w NADH

Ten fragment pracowni dotyczy zbadania zaniku emisji fluorescencji zredukowanej formy
dwunukleotydu nikotynamidu i adeniny (NADH) (Kierdaszuk et al., Biophys. Chem. 62:1-13,
1996). Projekt pracowni przewiduje takze wprowadzenie do metodologii pracy
z makroczasteczkami biologicznymi (biatkami) i zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami

spektroskopii fluorescencyjnej wysokiej rozdzielczosci czasowe;.

Stata szybkos$ci zderzen (Kg) podczas reakcji stacking-destacking migdzy czasteczkami
zredukowanego nikotynamidu i adeniny w kofaktorze NADH (reduced nicotinamide adenine
dinucleotide) zalezy od zaniku natezenia emisji NMNH (reduced nicotinamide nucleotide),
ktory jest opisany funkcja dwu-wyktadnicza z czasami charakterystycznymi: zm; = 0.25 ns
(A1 =0.97) 1 72 = 0.76 ns (A, = 0.03). Natomiast zanik fluorescencji NADH jest opisany
funkcja dwu-wyktadniczg z czasami charakterystycznymi: zy; = 0.27 ns (Ag1 = 0.72) i 74 =
0.59 ns (Ag2 = 0.28). Zderzenia te nie wptywaja na sktadnik krétko zyjacy, natomiast sktadnik
2 = 0.59 ns jest wynikiem dynamicznego wygaszania sktadnikazy, Stanu wzbudzonego
zredukowanego nikotynamidu przez pierScien adeniny. Wyznacz stalg dezaktywacji
promienistej reszty zredukowanego nikotynamidu oraz stalg szybko$ci zderzen miedzy

czasteczka nikotynamidu i adeniny w kofaktorze NADH.
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II. Wymagania przy kolokwium wstepnym

Warunkiem przystapienia do czg¢sci eksperymentalnej ¢wiczenia jest zaliczenie kolokwium
wstepnego. Wybdr sposobu przeprowadzenia kolokwium wstepnego tj forma pisemna czy
ustna, pytania otwarte czy zamkni¢te — nalezy do prowadzacego ¢wiczenie.

1. Materiat z zakresu spektroskopii molekularnej absorpcyjnej i emisyjnej oraz zastosowania
spektroskopii do badania wtasciwosci molekut:

Keckiego Podstawy spektroskopii molekularnej,
Barrowa, Wstep do spektroskopii molekularnej
Kowalczyka Fizyka czgsteczek

Lakowicza, Principles of Fluorescence Spectroscopy
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2. Materiat z zakresu budowy badanych molekut i ich roli biologiczne;:
Fishera i Arnolda Chemia dla biologow, krotkie wyktady
Hamesa i Hoopera Biochemia, krotkie wyktady

Z ksigzek tych (lub innych podanych na koncu opisu w sekcji Literatura) nalezy przeczytac
tylko tyle, aby by¢ przygotowanym do omoéwienia ponizszych zagadnien:

1. Podstawowe definicje zwigzane z promieniowaniem elektromagnetycznym i pomiarami
spektroskopowymi oraz stanami elektronowo-oscylacyjnymi czasteczek.

2. Pomiar absorpcji promieniowania elektromagnetycznego
- schemat zasady pomiaréw absorpcji (spektrofotometr jedno- i dwuwigzkowy)
- co rozumiemy pod pojeciem widmo absorpcyjne?
- illoSciowy opis absorpcji (parametry pasma spektralnego)
- czynniki determinujgce ksztalt i szerokos¢ konturu pasma absorpcyjnego

3. Absorpcyjne widmo elektronowe ze strukturg oscylacyjng i prawo Lamberta-Beera.

Pomiar widm emisji i wzbudzenia fluorescencji oraz zaniku natezenia fluorescenciji:
- charakterystyczny czas zaniku fluorescencji
- wktady sktadnikow oraz $redni czas zaniku
- wplyw $rodowiska oraz lepkosci na widma emisji i wzbudzenia fluorescencji
- wptyw $rodowiska oraz lepkos$ci na zanik fluorescencji

lll. Badane obiekty

W ¢wiczeniu sg rejestrowane i analizowane widma absorpcji, widma emisji i wzbudzenia
fluorescencji zaniki emisji fluorescencji roztworow wodnych skladnikow biatek czyli
wybranych aminokwaséw oraz dehydrogenazy alkoholowej z watroby konia (LADH) i jej
kompleksu ze zredukowang formg dinukleotydu nikotynamidu i adeniny (NADH).
Badane w ¢wiczeniu zwigzki to:

Wybrane aminokwasy aromatyczne - tryptofan, tyrozyna

Biatko (dehydrogenaza alkoholowa z watroby konia, LADH)

Kofaktor (zredukowana forma dinukleotydu nikotynamidu i adeniny, NADH)

IV. Przebieg éwiczenia

Studenci otrzymuja przygotowane wczesniej roztwory wodne badanych zwiazkéw (w buforze
0 pH 7.0). Stezenie roztwordw jest znane i odpowiednie do rejestracji widm przy uzyciu
dostgpnych spektrofotometrow. Wszystkie widma beda rejestrowane dla roztworoéw
umieszczonych w kuwetach kwarcowych o dhlugosci drogi optycznej 1 cm. Objetosé
badanego roztworu w kuwecie powinna by¢ réwna 2 ml. Cwiczenie wykonywane jest na
spektrofotometrze dwuwigzkowym pracujgcym w zakresie promieniowania UV-VIS (Varian
50Bi0), spektrofluorymetrze steady-state (FluoroMax) oraz wysokiej rozdzielczosci czasowej
Chronos (ISS).

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Zapoznanie si¢ ze spektrometrem absorpcyjnym pracujagcym w  zakresie
promieniowania UV-VIS, spektrofluorymetrem steady-state (FluoroMax) oraz
spektrofluorymetrem wysokiej rozdzielczo$ci czasowej Chronos (ISS).

2.  Sprawdzenie przepuszczalno$ci stosowanego 20mM buforu hepes (pH 7) i kuwet
kwarcowych czyli rejestracja ich widm w zakresie 200-600 nm.

3. Rejestracja widm absorpcyjnych roztworow tyrozyny, tryptofanu, LADH i NADH
w zakresie 200-600 nm (zdolnos¢ rozdzielcza spektrofotometru 1 nm).



4.  Rejestracja zanikéw emisji fluorescencji w roztworze wodnym, w ktorym lepkosé
zmniejszala si¢ przy wzroScie temperatury, jezeli lepkos¢ ta dla poszczegdlnych
temperatur wynosi 1 = 1.1310° kg m™s™ (T = 15.4 °C), n = 10 kgs™m™ s* (25 °C)
in=0.3710° kg m's* (T = 44.4 °C).

5. (Stale fizyczne: Na = 6.022 x 102 mol™, R = 8.314 J K™'mol?, kg = 1.38 x 102 JK™)

6.  Po rejestracji wszystkich widm pliki nalezy przesta¢ na wlasne konto pocztowe lub

przegra¢ na wiasny pendrive. W przypadku plikow rejestrowanych przez niektore
spektrofotometry konieczna jest konwersja plikow do formatu tekstowego.

V. Raport z wykonanego ¢wiczenia

W opisie ¢wiczenia nalezy uwzgledni¢é Wstep, w ktorym moga by¢ omdwione ogolne
zagadnienia spektroskopii absorpcyjnej i emisyjnej, majgce zwigzek z wykonywanym
zadaniem, oraz Materialy i metody, w ktorych nalezy przedstawi¢ stosowang aparature,
badane zwiazki 1 warunki pomiaréw. Nastgpnie, w czesci Wyniki i Dyskusja nalezy
przedstawié¢, opisa¢ 1 zinterpretowaé zarejestrowane widma absorpcji, zaniki emisji
fluorescencji i wykonane obliczenia czasow zaniku emisji fluorescencji.

1.

Interpretacja widma kontrolnego kuwety i rozpuszczalnika (wody, buforu). Dlaczego

musimy uzywac¢ kuwety kwarcowej a nie szklanej ?

2.  Analiza zaleznosci zarejestrowanych widm absorpcyjnych od budowy czasteczek,

tj. porownanie widm aminokwasow aromatycznych i widma biatka.
3. Jakie sg charakterystyczne dlugosc¢ fali absorpcji dla biatek i ich sktadnikow?
4.  Analiza zaniku roztworéw tyrozyny, tryptofanu, LADH i NADH.
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