Badania metodami biofizycznymi procesu przyjmowania
struktury natywnej i wlasciwosci biatek z rodziny GFP

Streszczenie

Biatko zielonej fluorescencji, GFP, pochodzace z meduzy Aequorea victoria, jest
pierwszym odkrytym z rodziny biatek fluorescencyjnych, ktore staty sie popularnymi
znacznikami fluorescencyjnymi stosowanymi w wizualizacji proceséw zachodzacych w
komorkach. Biatka fluorescencyjne wykorzystywane sg m.in. do monitorowania zachowania
makromolekut w czasie rzeczywistym, jako biatka reporterowe, jako specyficzne biosensory
zmian pH i stezenia jonow, a takze dzieki wykorzystaniu zjawiska rezonansowego transferu
energii Forster’a (FRET) np. do badania zwijania biatek lub obserwacji taczenia sie ligand 6w z
docelowymi obiektami. S3 one uwazane za znacznik obojetny dla organizméw zywych.

Wiasciwosci fluorescencyjne GFP zyskuje po utworzeniu struktury natywnej podczas
reakcji autokatalitycznej, w ktorej uczestnicza trzy aminokwasy: seryna 65 - tyrozyna 66 —
glicyna 67. W jej wyniku powstaje chromofor zdolny do absorpcji i emisji $wiatla w zakresie
widzialnym. Chromofor stanowi trwala post-translacyjng modyfikacje tancucha
polipeptydowego, ktéra moze wptywal na przebieg procesu powtdérnego zwijania w
poréwnaniu ze zwijaniem biatka, ktére jeszcze nigdy go nie utworzyto (zwijanie de novo). W
niniejszej pracy przedstawitam wyniki badan przeprowadzonych dla mutanta GFP o
wzmocnionej fluorescencji (EGFP) poréwnujace zwijanie de novo z opisanym w literaturze
powtérnym zwijaniem Na tej podstawie zaproponowatam po raz pierwszy model zwijania
de novo i powtornego zwijania uwzgledniajacy zjawisko agregacji. Zasugerowatam rowniez
interpretacje poszczeg6lnych faz tych proceséw. Korzystajagc z réznorodnych metod
spektroskopowych stwierdzitam, Ze obecno$¢ chromoforu wpltywa na stan rozwinietego
biatka w pH 1 oraz na przebieg zwijania i towarzyszacej mu agregacji. Zwijanie powtorne i
de novo jest wieloetapowe, podaza rownolegtymi Sciezkami zwijania, a najwieksze réznice
wystepuja w fazach poczatkowych, w tym réwniez w czasie martwym pomiaru. Jedynie w
przypadku powtdérnego zwijania niektére fazy zwigzane s3 wylacznie ze zmianami
fluorescencji chromoforu, a zatem i jego otoczenia, natomiast w obydwu przypadkach
fatldowania wystepuje zjawisko izomeryzacji prolin. Podczas powtérnego zwijania 90%
intensywnos$ci $wiecenia biatka uzyskuje sie po ok. 20 min., natomiast dla zwijania de novo
czas ten, ze wzgledu na tworzenie chromoforu, wynosi okoto godziny. Agregacja towarzyszaca
faldowaniu EGFP rézni sie dynamikg procesu i jego wydajnoscia — gdy jest zwigzana z
powtérnym zwijaniem, faza nukleacji jest krétsza, natomiast wydajnos$¢ jest mniejsza w
poréwnaniu z wynikami uzyskanymi podczas fatdowania de novo. Zatem duze znaczenie dla
wynikéw badan prowadzonych z udziatem GFP jako znacznika fluorescencyjnego ma fakt, czy
uzyto biatka, ktére dopiero utworzy, czy juz posiada dojrzaty chromofor.

Dodatkowe eksperymenty dotyczace agregacji podczas zwijania de novo, wykonane
metoda ultrawirowania analitycznego, wykazaty, ze wtasciwosci fluorescencyjne posiada
jedynie prawidlowo zwiniety monomer EGFP. Natomiast pomiary absorpcyjne wskazaty na



wystepowanie nieSwiecacych form zagregowanego biatka i monomeréw bez funkcjonalnego
chromoforu. Jest zatem istotne, by w badaniach wykorzystujacych obserwacje GFP jako
markera fluorescencyjnego uwzglednia¢ mozliwos¢ wystepowania nie§wiecgcych form biatka,
ktérych pominiecie moze powodowac btedy w interpretacji danych.

Przeprowadzajac badania nad przyczyng braku fluorescencji mutanta S65T/G67A-GFP
w poréwnaniu z biatkiem S65T-GFP, wigczyliSmy sie do trwajacej od blisko 30 lat dyskusji
dotyczacej mechanizmu tworzenia chromoforu. Pomiary spektrometrii mas wskazujg, ze w
biatku S65T/G67A-GFP podczas procesu formowania chromoforu zostata zablokowana
reakcja utleniania. Co za tym idzie, przynajmniej dla rodziny biatek GFP z mutacjg S65T
tworzenie chromoforu przebiega w kolejnosci: cyklizacja — dehydratacja — utlenianie.

Jednym z badanych zjawisk byta zdolnos¢ biatka GFP do wytwarzania nowych lub
wygaszania reaktywnych form tlenu (ROS). Do oceny tych witasciwosci wykorzystaliSmy
pomiary metoda elektronowego rezonansowego paramagnetycznego. Wyniki eksperymentéw
Swiadczg o braku predyspozycji do wytwarzania ROS przez EGFP, w przeciwienstwie do
niektérych biatek fluorescencyjnych, np. KillerRed. Natomiast EGFP wykazywato zdolnos¢
wygaszania ROS, za co, jak wykazaliSmy, mozZe by¢ odpowiedzialny chromofor ulegajacy
uszkodzeniu pod wplywem wolnych rodnikéw powstajacych podczas intensywnego
oSwietlenia. Zatem, podobnie jak sugeruje sie dla biatek fluorescencyjnych wystepujacych
w koralowcach, GFP moze pelnic¢ role fotoochronng. Wydajnos$¢ wygaszania ROS przez EGFP
byta poré6wnywalna z tg obserwowana dla BSA i papainy, ktére wykazuja dziatanie ochronne
przed ROS.

Uzyskatam réwniez nowe mutanty biatka EGFP: C48S-EGFP i C70S-EGFP, posiadajgce w
sekwencji pojedyncza cysteine. Wprowadzone mutacje nie wptynely na witasciwosci
absorpcyjne i fluorescencyjne chromoforu, natomiast w poréwnaniu z C70S-EGFP mutant
C48S-EGFP jest bardziej stabilny i ma krotszy czas dojrzewania chromoforu. Jest on wiec
bardziej odpowiedni do badan wtasciwosci biatek fluorescencyjnych z uzyciem na przyktad
znacznikdw spinowych, wybidrczo wigzacych sie z cysteinami i charakteryzujacych ich
najblizsze otoczenie.



