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Metody kinetyczne z szybkim mieszaniem roztworów reagentów

Schematyczna reprezentacja metody przepływu ciągłego 
Hartridge'a i Roughtona do pomiaru szybkich reakcji  
łączenia tlenu z hemoglobiną 
(H. Gutfreund, TIBS 24:457-460, 1999).

Britton Chance, The accelerated-flow method for 
rapid reactions.  J. Franklin Inst. 1940, vol. 229, 
I. Analysis. 455−476, 
II. Design, construction and tests. 737−766.

Hamilton Hartridge 1886-1976

Francis John Worsley Roughton 1899-1972. 

Britton Chance 1913-2010



Hi-Tech Scientific, Salisbury U.K.



SX20 (Applied Photohysics Ltd.)

czas martwy ok. 1 ms



Wiązanie trimeru N-acetylo-D-glukozaminy z lizozymem białka jaja kurzego 
badane w spektrometrzee stopped-flow z pomiarem fluorescencji 
tryptofanowej.

N,N′,N′′-Triacetylochitotrioza (NAG)

Stephen E. Halford, Biochem. J., 149:411-422, 1975

Model cząsteczki lizozymu z białka jaja kurzego (hen egg white 
lysozyme, HEWL) opracowany w oparciu o dane struktury 
atomowej określonej metodami dyfrakcji promieni X na 
kryształach (132L.pdb). Źródło rysunku: Wikipedia.

Kompleks lizozymu i N,N′,N′′-Triacetylochitotriozy. Białko 
przedstawione w postaci powierzchni dostępnej dla 
rozpuszczalnika, pokolorowanej zgodnie z potencjałem 
elektrycznym (ujemny na czerwono, dodatni na niebiesko i 
zerowy na biało). N,N′,N′′-Triacetylochitotrioza przedstawiona 
jest jako układ pałeczek obrazujących wiązania chemiczne.



pH 7.4, wzb. 290 nm, emisja przez 
filtr pasmowy 325-380 nm
Lizozym 15μM, NAG3 50μM
k+2 = 235 s−1

k–2 = 15 s−1

pH 4.4, wzb.  290 nm, emisja przez filtr pasmowy 325-380 nm
Lizozym 15μM, NAG3 50μM 
k+1 = 1.5 µM−1s−1

k–1 = 125 s−1

k+2 = 220 s−1

k–2 = 30 s−1

k+2 and k–2 z innych, pomocniczych eksperymentów

pH 5.9, wzb. 290 nm, emisja przez filtry interferencyjne* 369 nm (a) 
i 323 nm (b)
Lizozym 10μM, NAG3 250μM
k+1 = 1.75 µM−1s−1

k–1 = 140 s−1

k+2 = 115 s−1

k–2 = 10 s−1

Eksperymenty kinetyczne Halforda

LYS+NAG3

k+1

k–1

(LYS−NAG3)
k+2

k – 2

[LYS−NAG3]

*Filtry interferencyjne wykorzystują efekt interferencji fal w celu 
otrzymania żądanej transmisji pożądanego, stosunkowo wąskiego 
przedziału widmowego.



Różnicowe widmo fluorescencji pomiędzy kompleksem lizozymu z trimerem GlcNAc a wolnym enzymem 
wykazuje dodatnie pasmo przy niskich długościach fal (około 325 nm) i ujemne pasmo przy dłuższych 
długościach fal (około 380 nm).

Przy pH 7,4 amplituda ujemnego pasma jest nieistotna w porównaniu z pasmem dodatnim, a zatem krzywe 
postępu reakcji w eksperymencie stopped-flow pokazują  wzmocnienie fluorescencji. Odwrotnie, przy pH 4,4 
nieistotność pasma dodatniego w porównaniu z ujemnym skutkują tym, że krzywe postepu reakcji pokazują 
wygaszanie fluorescencji w procesie tworenia kompleksów lizozymu z trimerem GlcNAc.

Dzięki takiemu rozróżnieniu widmowemu oraz propozycjom wyróżnienia dwóch reszt tryptofanu, Trp-62 i Trp-
108, opisanemu w literaturze, jako najbardziej wydajnych źródeł fluorescencji, pozwoliły Halordowi przypisać 
wygaszanie fluorescencji obserwowanemu w dwucząsteczkowemu etapowi wiązania trimeru GlcNAc przy pH 
4.4 do tryptofanu-62, a wzmocnienie fluorescencji obserwowane podczas późniejszej rearanżacji kompleksu 
enzym-ligand przy pH 7.4 przypisać do tryptofanu-108.

LYS-NAG − LYS widma różnicowe:
(a) pH 7.4; (b) pH 5.9; (c) pH 4.4



LYS+NAG3

Trp−62

quenching
(LYS−NAG3)

Trp−108

enhancement
[LYS−NAG3]

LYS+NAG3
k+1

k– 1

(LYS−NAG3)
k+2

k– 2

[LYS−NAG3]

one-step mechanism

two-steps mechanism



Eksperymenty stopped-flow na układzie lizozym:NAG w spektrometrze SX20

Lizozym 8 μM mieszany z NAG3 w 20 mM buforze glicyna-HCl pH 3.2 o stężeniu:
Temperatura pomiarów 20 °C

  0 μM
  2 μM
  4 μM
  8 μM

16 μM

32 μM

64 μM
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Akaike Information Criterion

Bayesian Information Criterion

p = liczba parametrów; n = liczba punktów pomiarowych

Petr Kuzmic, "DynaFit - a software package for enzymology", 
Methods Enzymol. 467, 247-280 (2009)



jeden etap                                                 dwa etapy

trzy etapy                                                 cztery etapy



Bardziej zaawansowane zastosowania DYNAFIT

Nucleic Acids Research,  32:926-935 (2004)

Glikozylazy DNA to rodzina enzymów biorących 
udział w naprawie wycięcia zasad. 
Formamidopirymidyna-DNA-glikozylaza (białko Fpg, 
MutM) katalizuje wycięcie 8-oksoguaniny (8-oksoG) i 
innych oksydacyjnie uszkodzonych puryn z DNA w 
reakcji glikozylazy/bez puryny/bez pirymidyny 
(miejsce „abasyczne”). W niniejszym artykule 
przedstawiono analizę kinetyczną działania Fpg w 
stanie przedustalonym na dupleksy 
oligonukleotydów zawierających 8-okso-2'-
deoksyguanozynę, naturalne miejsce abasyczne lub 
tetrahydrofuran (nierozszczepialny analog miejsca 
abasycznego). Monitorowanie wewnętrznej 
fluorescencji tryptofanu Fpg w eksperymentach z 
zatrzymanym przepływem ujawnia liczne przejścia 
konformacyjne w cząsteczce białka podczas cyklu 
katalitycznego.

Reszty tryptofanu w strukturze Fpg. 
Wstęgowa reprezentacja białka jest pokazana z 
DNA w postaci żółtych patyczków. Łańcuchy boczne 
reszt tryptofanu są pokazane jako niebieskie 
patyczkach i opisane numerami.



Nucleic Acids Research,  32:926-935 (2004)

Zastosowanie podejścia spektrofluorymetrii stopped-flow do zbadania mechanizmu kinetycznego wycinania 
8-oxoG z DNA przez Fpg, przy użyciu dupleksowego dodekameru zawierającego 8-oxoG jako substratu i 
śledzeniu wewnętrznej fluorescencji tryptofanu przez enzym, ujawniło liczne zmiany konformacyjne w białku 
Fpg podczas procesu katalitycznego (fitowania z użyciem DynaFit).
Aby lepiej zrozumieć naturę każdej fazy, badane są skutki zmian strukturalnych w miejscu uszkodzenia na 
kinetykę działania Fpg. Stosowane są specyficzne substraty i nierozszczepialne ligandy zawierające albo 8-
oxoG, naturalne miejsce AP (apurynowy/apirymidynowy), albo reszty tetrahydrofuranu (F, nierozszczepialny 
analog miejsca AP).

Struktury uszkodzeń DNA wykorzystane w tej pracy.
8-OxoG = 8-oxo-2'-deoxyguanozyna; 
AP = miejsce bez zasady nukleinowej; 
F = tetrahydrofuran jako analog miejsce bez zasady nukleinowej.



Nucleic Acids Research,  32:926-935 (2004)

Wiązanie Fpg do dupleksu zawierającego F (tetrahudrofuran). F, = ligand zawierający F; (E·F)i = różne 
kompleksy enzym-ligand.

Fluorescencyjne krzywe postępu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla nierozszczepialnego 
ligandu zawierającego F. Kolorowe ślady przedstawiają dane eksperymentalne; czarne krzywe są 
teoretycznie dopasowane (DynaFit).



Nucleic Acids Research,  32:926-935 (2004)

Wiązanie i rozszczepianie substratu zawierającego AP przez Fpg. AP, substrat zawierający AP; (E·AP)i, różne 
kompleksy enzym-substrat; Pgap, bezpośredni produkt konwersji substratu, tj. dupleks DNA z przerwą; Pmix, Pgap 
zdysocjowany na trzy pojedyncze oligonukleotydy; Kp to łączna stała dysocjacji dla uwolnienia Pgap i jego dysocjacji 
do Pmix.
Fluorescencyjne krzywe postępu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla naturalnego 
(rozszczepialnego) substratu zawierającego AP. F. Kolorowe ślady przedstawiają dane eksperymentalne; czarne 
krzywe są teoretycznie dopasowane (DynaFit).



Nucleic Acids Research,  32:926-935 (2004)

Wiązanie i rozszczepianie substratu zawierającego 8-oxoG przez Fpg. OG, substrat zawierający 8-oxoG, 
(E·OG)i to różne kompleksy enzym-substrat.
Fluorescencyjne krzywe postępu reakcji z eksperymentu stopped-flow uzyskane dla rozszczepialnego substratu 
zawierającego 8-oxoG. Kolorowe ślady przedstawiają dane eksperymentalne; czarne krzywe są teoretycznie 
dopasowane (DynaFit).



Zagadnienie zwijania bialek ...

Poziomy organizacji strukturalnej białek:
Struktura pierwszorzędowa: kolejność aminokwasów w łańcuchu polipeptydowym;
Struktura drugorzędowa:  struktury przyjmowane przez łańcuch polipeptydowy takie jak α-helisy, β-kartki i pętle;
Struktura trzeciorzędowa: wzajemne ułożenie elementów struktury drugorzędowej;
Białka składające się z pojedynczego łańcucha polipeptydowego posiadają wymienione trzy poziomy strukturalne;
Struktura czwartorzędowa: odnosi się do białek zbudowych z dwóch lub więcej oddzielnych łańcuchów 
polipeptydowych tworzących tworzących połączone ze sobą podjednostki. Przestrzenne ułożenie tych 
podjednostek określa się nazwą struktury czwartorzędowej. Przykład: hemoglobina.



Stała równowagi proceu denaturacji dla modelu dwustanowego:

Eksperymentalnie stwierdzono, że swobodna energia rozwijania się białek w obecności chlorku guanidyny i 
mocznika jest liniowo związana ze stężeniem czynnika denaturującego

gdzie ΔGUH20 jest wartością ΔG w nieobecności denaturanta, a m jest miarą zależności ΔG od stężenia 
denaturanta.

ΔGU=ΔGU
H2O−m[denaturant ]

Jeżeli dwustanowy model denaturacji, w którym 
obsadzone są tylko stany natywny i 
zdenaturowany, jest prawidłowy, to obserwowana 
fluorescencja F

stąd

f U=
F−FN

FU−FN

      Problem zwijania białek badany metodą fluorescencji równowagowej

Biochemistry, 30:10428-10435, 1991; Biochemistry, 31:2728-2734, 1992; 

F=f U FU+ (1−f U ) FN

KU=
f U

1−f U
=

F−FN

FU−F
=exp (−ΔGU /RT )



 … i badany metodą spektroskopii stopped-flow 

ln (kobs )=ln [k f
H 2O⋅exp (mf cD /RT )+ku

H 2O⋅exp (mu cD /RT ) ]

k f=k f
H 2O⋅exp(mf cD /RT ) ∧ ku=ku

H 2O⋅exp(mucD /RT )

m=mu−mf

Wykres Chevron przedstawiający 
fałdowanie i rozwijanie białek, który 
jest zgodny z modelem 
dwustanowym.

Rozwijanie rozpoczyna się przez rozcieńczenie w 
spektrometrze stopped-flow wodnego roztworu białka 
roztworami denaturanta o różnych stężeniach, przy 
czym stężenia końcowe wynoszą od 4,0 do 8 M. 
Ponowne zwijanie  rozpoczyna się po wstępnym 
zrównoważeniu białka w 6,5 M denaturancie, przez 
rozcieńczenie go do niskich stężeń denaturanta

Methods, 34:41-50, 2004; J. Mol. Biol., 284:1661-1670 , 1998

kobs=k f +ku

k f=D⋅exp (– ΔG f
‡ /RT ) ∧ ku=D⋅exp (–ΔGu

‡ /RT )

ΔG f
‡=ΔG f

‡ , H 2O−mf⋅cD ∧ ΔGu
‡=ΔGu

‡ , H 2O−mu⋅cD



Chymotrypsin inhibitor 2 ijest inhibitorem proteazy serynowej. Jest to małe 
monomeryczne białko o 83 resztach. Jest to białko jednodomenowe zawierające 
zarówno elementy strukturalne α-helisy, jak i β-kartki. Trzeciorzędowa struktura CI2 
składa się z czteroniciowej mieszanej równoległej i antyrównoległej β-kartki, na 
której α-helisa pakuje się, tworząc hydrofobowy rdzeń. CI2 ma jedną resztę 
tryptofanu, która jest zagrzebana w hydrofobowym rdzeniu i która odpowiada za 
dużą zmianę w widmie fluorescencji białka podczas denaturacji. Odwracalne 
fałdowanie i rozwijanie inhibitora chymotrypsyny jęczmienia 2 (CI2) wydaje się być 
rzadkim przykładem, w którym zarówno równowagi, jak i kinetyka są opisane przez 
model dwustanowy.

Biochemistry, 30:10428-10435 (1991). 

Zależnosc od [GdnHCI] logarytmu 
naturalnego stałych szybkości 
denaturacji i renaturacji CI2. Stałe 
szybkości mierzone w temperaturze 
25 °C, w 50 mM MES pH 6,3.
Wstawka pokazuje zależność 
stałych szybkości denaturacji i 
renaturacji dla barnazy typu 
dzikiego od stężenia mocznika.

Przykłady Chevron plot

Analiza kinetyki zwijania i rozwijania NTL9. 
Wykres ln(k) w funkcji stężenia GuDCl. Stała 
szybkości, k, pochodzi z pojedynczych fitów 
wykładniczych do eksperymentów  
fluorescencji przy zatrzymanym przepływie i 
jest równa stałej szybkości składania, kf, 
plus stała szybkości rozwijania, ku. Wykresy 
ln(k) w funkcji stężenia chlorku guanidyny 
pokazują klasyczny kształt litery v 
wskazujący na zwijanie dwustanowe.

https://www.rcsb.org

NTL9 jest domeną N-końcową, reszty 1-56, białka 
rybosomalnego L9 z Bacillus stearothermophilus. 
Jest to przydatny system modelowy do badania 
fałdowania białek. Domena zawiera małą trójniciową 
antyrównoległą β-kartkę umieszczoną pomiędzy 
dwiema helisami. Nie zawiera żadnych disulfidów i 
nie wiąże żadnych kofaktorów. NTL9 jest 
monomeryczna, a równowagowe przejście 
rozwijające jest dwustanowe.

J. Mol. Biol., 284:1661-1670 , 1998



Spektrometr CD Chirascan-plus z przystawką stopped-flow

Badania struktury białek metodami spektroskopii dichroizmu kołowego

E⃗ l=E0 [cos (kz−ω t ) e⃗x−sin (kz−ω t ) e⃗ y ] ; E⃗r=E0 [cos (kz−ω t ) e⃗ x+sin (kz−ω t ) e⃗ y ] ;

E⃗ l+ E⃗r=2E0cos (kz−ω t ) e⃗x

E⃗1=E0 cos (k z−ω t ) e⃗x ; E⃗2=E0cos (k z−ω t±π/2 ) e⃗ y ; E⃗1+ E⃗2=E0 [cos (k z−ω t ) e⃗ x∓ sin (k z−ω t ) ]



Światło spolaryzowane liniowo przemieszcając się przez niebsorbujący ośrodek optycznie czynny doznaje obrotu 
płaszczyzny polaryzacji. Można to wytłumaczyć postrzegając to światło jako składające się z dwóch kołowo 
spolaryzowanych składowych o tej samej wielkości, z których jedna obraca się przeciwnie do ruchu wskazówek 
zegara (lewoskrętna, L), a druga zgodnie z ruchem wskazówek zegara (prawoskrętna, R). Obie składowe mają 
różne prędkości propagacji w ośrodku optycznie czynnym, ale zachowują wielkość wektora pola elektrycznego i 
magnetycznego. W miarę propagacji rośnie różnica faz pomiędzy obydwiema kołowo spolaryzowanymi wiązkami 
co skutkuje obrotem wypadkowej płaszczyzny polaryzacji.

Światło spolaryzowane liniowo przemieszcając się przez absorbujący ośrodek optycznie czynny doznaje również 
zmniejszenia wielkości skłądowych elektrycznych i magnetycznych promieniowania, ale nie w tym samym 
stopniu. Zjawisko dichroizmu kołowego (ang. circular dichroism, CD) polega na różnej absorpcji przez 
substancje światła spolaryzowanego kołowo prawoskrętnie i lewoskrętnie. Tej nierównej absorbcji towarzyszy 
zmiana światła spolaryzowanego liniowo na światło spolaryzowane eliptycznie, które ma odchyloną oś długą 
elipsy od pierwotnego kierunku fali spolaryzowanej liniowo, jak to wyjaśnia Rysunek po prawej stronie slajdu.
Eliptyczność, mierzona w spektrometrze dichroizmu kołowego jest zdefiniowana przez tangens kąta Ψ, 
pokazanego na tym Rysunku. Ponieważ zwykle dichroizm kołowy jest niewielki, tangens Ψ można przybliżyć 
przez Ψ i dichroizm podawać w radianach lub stopniach kątowych. Będą to w istocie milistopnie. 



Spektroskopia dichroizmu kołowego jest metodą pozwalajacą na ilościowe badania 
struktury drugorzędowej i jakościowe badania struktury trzeciorzędowej białek 

Biochim. Biophys. Acta, 1751:119-139, 2005

Widma CD w dalekim ultrafiolecie (160-260 
nm) związane z różnymi typami struktury 
drugorzędowej białek. Linia ciągła: α-
helisa; linia przerywana z długimi kreskami: 
anty-równoległe β-kartki; linia kropkowana: 
β-skręt rodzaju I; linia przerywana z 
poprzeczkami: helisa 31; linia kropkowana: 
obszary nieustrukturowane. Opracowano 
wiele algorytmów, które w oparciu o te 
widma podają procentowy udział równuch 
struktur drugorzędowych w cząsteczce 
białka.

Widma CD białek w zakresie bliskiego UV (260-320 nm) 
są nazywane odciskiem palca struktury 
trzeciorzędowej. Ich źródłem są grupy boczne 
aminokwasów aromatycznych: tryptofany 290-305 nm, 
tyrozyny 275-282 nm, fenyloalaniny 255-270nm. Każdy z 
tych aminokwasów wykazuje charakterystyczny kształt. 

Pokazano widmo dehydrochinazy typu II w zakresie 
bliskiego UV.



Przejście kłębek-helisa indukowane 
w kwasie poliglutaminowym (PGlu) 
przez glikol polietylenowy

Biophysical Journal, 94:4427-4434, 2008

Natywną formą PGlu w wodzie, w pH 6 i wyższym, jest kłębek 
statystyczny. Dodanie  poli(glikolu etylenowego) (PEG) o masie 
cząsteczkowej 400, obniża aktywność wody w roztworze i 
powoduje przejście do formy α-helisy. Proces dochodzenia do 
równowagi trwa 4 dni, w temperaturze 20°C.

Proces przejścia śledzono wykonując widma CD w zakresie od 260 
do 195 nm. 

Wykres (a) Widma CD dla PGlu (Mn 61 200 g/mol) przy pH 5,8 
pokazują przejście od kłębka losowego do α-helisy przy 
zwiększaniu stężenia PEG 400 od 0 do 80% wag. 

Wykres (b) Sygnał CD przy 222 nm pokazuje, że przejście to jest
sigmoidalne jako funkcja stężenia PEG 400.



Kinetyczne aspekty zmian strukturalnych 
w α-chymotrypsynie indukowanych 
przez dodecylosiarczan sodu (SDS) 

K. Takeda, Bull. Chem. Soc. Jpn., 55:1335-1339, 1982

Typowe widma CD chymotrypsyny w 
przypadku braku (I) i obecności (II) 20 
mM SDS oraz widmo CD różnicowe 
między nimi (III).

Krzywe postępu reakcji CD dla 
wzbudzenia przy 192 (a) i 206 (b) 
nm dla końcowych stężeń 20 mM 
SDS i 10 μM CHA. Temp. 25 °C.

Przykładowe przebiegi czasowe 
zmian absorbancji przy 225 nm (a) 
i 295 nm (b) w temperaturze 25°C. 
Warunki eksperymentalne były 
identyczne, jak w przypadku 
eksperymentów CD.





Chymotrypsyna:SDS

Mieszanie w przystawce 
stopped-flow spektrometru 
Chirascan.

Jednoczeesny pomiar 
sygnałów DC i 
fluorescencji.

CD222 raportuje kinetykę 
przemian struktury 
drugorzędowej.

CD260 i obie fluorescencje 
raportują kinetykę 
przemian w strukturze 
trzeciorzędowej, 
niekoniecznie tych samych 
fragmentów.

Fitowanie krzywych 
postępu reakcji wymaga 
trzech eksponensów.

Stałe szybkości i amplitudy 
zależą nieznacznie od 
końcowego stężenia SDS.

Stałe szybkości i amplitudy 
są różne dla struktury 
drugo- i trzeciorzędowej 
oraz są różne dla różnych 
metod obserwacji kinetyki 
struktury trzeciorzędowej.
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